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Zur Chemie des Kammerwassers. 


Von 


Z. Stary und R. Winternitz. 
Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem Mediz.-chem. Institut der Deutschen Universitat in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Juli 1932.) 


Um den Mechanismus der Kammerwasserbildung aufzukliren, 
lag es nahe nach Laboratoriumsverfahren zu suchen, mit deren 
Hilfe sich aus dem Blute Fliissigkeiten von gleicher oder iihn- 
licher Zusammensetzung wie das Kammerwasser herstellen lassen. 
Namentlich hat die Ahnlichkeit, die in vitro hergestellte Ultra- 
filtrate und Dialysate des Blutplasmas mit dem Kammerwasser 
aufweisen, schon friihzeitig zu der Vermutung gefiihrt, da das 
Kammerwasser aus dem Blute durch einen analogen Vorgang ent- 
standen sein kénnte. 

Ahnliche Schliisse hatten sich iibrigens auch fiir den Liquor 
cerebrospinalis ergeben, der ebenfalls im fast voélligen Fehlen der 
EiweiBkérper und im dem Blute gegeniiber erhéhten Chlorgehalt 
mit den in vitro hergestellten Ultrafiltraten und Dialysaten des 
Blutplasmas iibereinstimmt. Genaue vergleichende Analysen von 
Liquor und Blutultrafiltraten haben jedoch gezeigt, daB die Ver- 
hiltnisse beim Liquor cerebrospinalis durchaus nicht so einfach 
liegen wie es urspriinglich den Anschein hatte.) Zwar lassen sich 
weitgehende Analogien chemischer und physikalischer Art zwischen 
Liquor und Plasma einerseits, Serumultrafiltraten andererseits 
nachweisen. Neben dem Chlor- und Eiweibgehalt stimmt auch 
der Gehalt an Glucose, Calcium und Natrium annihernd mit dem 
Glucose-, Calcium- und Natriumgehalt in vitro hergestellter Ultra- 
filtrate iiberein. 

Dafiir zeigen aber andere im Blute und im Liquor vorhandene 
Stoffe ein véllig abweichendes Verhalten. Der Kaliumgehalt des 
Liquors ist, wie an einer groBen Versuchsreihe?) gezeigt werden 
konnte, kaum halb so groB, wie der Kaliumgehalt eines in vitro 


1) Stary, Kral u. Winternitz, Z. exper. Med. 66, 671 (1929). 
*) Kral, Stary u. Winternitz, Z. exper. Med. 66, 691 (1929). 
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hergestellten Serumultrafiltrates bzw. Serumdialysates. Das gleiche 
gilt auch fiir die Konzentration der anorganischen Phosphorsiure 
im Liquor. Wiahrend der Gehalt des Serumultrafiltrates an an- 
organischer Phosphorsiure dem Serum gegeniiber nicht vermindert 
ist, betriigt der Gehalt des Liquors an anorganischer Phosphor- 
siure nur etwa die Hialfte der Konzentration im Serum.’) Hilfs- 
annahmen, die gemacht wurden, um diesen Mindergehalt an Kalium 
und anorganischer Phosphorsiiure mit der Ultrafiltrationstheorie 
in Einklang zu bringen, muBten in Hinblick auf die gute Diffusions- 
fihigkeit des Kalium- und Phosphorsiiureions und die grofe 
Wanderungsgeschwindigkeit des Kaliumions fallen gelassen werden. 

Noch deutlicher legen die Verhiiltnisse beim Magnesium. 
Hier wire nach der Ultrafiltrationstheorie eine Herabsetzung der 
Liquorkonzentration an Magnesium zu erwarten, wie eine solche 
auch bei Ultrafiltraten des Blutserums nachgewiesen wurde.”) Das 
Gegenteil ist der Fall. Die Magnesiumkonzentration des Liquors 
ist dem Blute gegeniiber deutlich erhéht und betriagt im Durch- 
schnitt mehr als doppelt so viel, wie sich theoretisch aus der 
Ultrafiltrationstheorie ergeben wiirde. 

Wenn bei der Liquorbildung Ultrafiltrationsvorgiinge iiber- 
haupt beteiligt sind, so treten jedenfalls noch andere Vorginge 
hinzu, die zu einer Herabsetzung des Gehaltes an Kalium und 
an anorganischer Phosphorsiure sowie zu einer ganz erheblichen 
Zunahme des Magnesiumgehaltes fiihren. 

Bei der offenkundigen Analogie, die in physiologischer und 
chemischer Beziehung zwischen Liquor und Kammerwasser besteht, 
machten diese Liquorbefunde eine genaue Priifung der Verteilung 
der anorganischen Elektrolyten auf Serum und Kammerwasser 
des gleichen Individuums notwendig und dies um so mehr, als 
gerade iiber die Verteilung derjenigen Elektrolyten, deren ab- 
weichendes Verhalten bei der Diskussion der Liquorgenese von 
entscheidender Bedeutung gewesen ist (Magnesium und Phosphor- 
siiure), genaue vergleichende Untersuchungen bisher iitberhaupt nicht 
vorliegen. 

Die entscheidende Nachpriifung der Ultrafiltrations- bzw. 
Dialysetheorie durch Herstellung eines Diffusionsgleichgewichtes 
steht beim Kammerwasser ebenfalls noch aus. 

Wir haben uns daher die Aufgabe gestellt, in analoger Weise, 
wie dies beim Liquor cerebrospinalis bereits geschehen ist, durch 


1) Stary, Kral u. Winternitz, Z. exper. Med. 68, 441 (1929). 
*) Stary u. Winternitz, Diese Z. 182, 107 (1929). 
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genauen Vergleich der Konzentration der wichtigsten im Blutserum 
und Kammerwasser vorhandenen anorganischen Stoffe festzustellen, 
ob das Kammerwasser auch in bezug auf die weniger leicht be- 
stimmbaren und daher weniger hiiufig untersuchten anorganischen 
Bestandteile einem Ultrafiltrat oder Dialysat des zugehirigen 
Blutserums entspricht. 

Ferner wurden Kammerwasser und Liquor durch die Be- 
stimmung des Diffusionsgleichgewichts auf das Bestehen eines 
Diffusionsgefilles untersucht. Die verwendete Methode beruht 
auf dem folgenden Prinzip: Man lift Kammerwasser und Serum 
durch eine kolloidundurchlissige Membran gegeneinander diffun- 
dieren. Unter diesen Umstiinden mub, wenn die beiden Fliissig- 
keiten schon in vivo miteinander im osmotischen Geichgewicht 
standen, d.h., wenn das Kammerwasser wirklich ein reines Dialysat 
bzw. Ultrafiltrat des Blutplasmas darstellt, die Konzentration der 
beiden miteinander durch eine Dialysemembran kommunizierender 
Lésungen unverindert bleiben. LaBt sich aber nur fiir einen 
einzigen unter biologischen Verhiltnissen dialysablen Stoff nach- 
weisen, daB seine Konzentration in den beiden dialysierenden 
Fliissigkeiten im Verlaufe der Dialyse grobe Verschiebungen er- 
leidet, so ist — bei AusschluB aller Fehlerquellen — der Beweis 
erbracht, daB die untersuchte Fliissigkeit nicht ausschlieBlich ein 
Dialysat, bzw. Ultrafiltrat des Serums sein kann, oder daS an 
dem Vorgang, der zur Bildung des Kammerwassers gefiihrt hat, 
auch andere Komponenten zumindest mitbeteiligt sind. 

Voraussetzung fiir die Beweiskraft eines derartigen Vergleiches 
zwischen Kammerwasser und Serum mu8 natiirlich sein, daf der 
betreffende Stoff, dessen Konzentration in Blut und Kammerwasser 
verglichen werden soll, in beiden Kérperfliissigkeiten in einiger- 
ma8en konstanter Konzentration vorhanden ist. Stoffe, die ad hoc in 
die Blutbahn injiziert werden, erfiillen diese Bedingung nicht immer. 

Die Konzentration eines injizierten und bald wieder aus der 
Blutbahn ausgeschiedenen Stoffes fallt im Blut nach Erreichung 
eines friihen Maximums bald wieder ab und man kann daher in 
einem solchen Fall niemals mit Sicherheit entscheiden, welcher 
momentanen Blutkonzentration die jeweilige Konzentration des 
Kammerwassers entspricht. Will man kérperfremde Stoffe fiir 
quantitative Messungen in diesem Zusammenhang benutzen, so wird 
man gezwungen sein, den ganzen Organismus unter eine konstante 
Konzentration des betreffenden Stoffes zu setzen und bei dieser 
Konzentration durch lingere Zeit im Gleichgewicht zu halten. 

15* 
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Weit besser geeignet fiir quantitative Vergleiche sind die 
kérpereigenen Stoffe, bei denen die Bedingung einer — wenigstens 
einigermafen — konstanten Blutkonzentration leicht eingehalten 
werden kann, bzw. von vornherein gegeben ist. Gerade bei den 
anorganischen Elektrolyten sind ferner die Bedingungen, unter 
welchen sie in Ultrafiltrate und Dialysate iibergehen, genauest 
studiert und wiederholt iiberpriift worden. 

Auferdem eignen sich von den kérpereigenen Substanzen 
gerade die anorganischen Salze fiir derartige Untersuchungen 
besonders gut, weil ihre Konzentration nicht durch Zersetzung 
oder Neubildung verindert werden kann, wie dies z. B. bei Glu- 
cose oder EiweiBabbauprodukten der Fall sein kénnte. Aus 
diesem Grunde haben wir fiir die folgenden Untersuchungen die 
biologisch vorkommenden Erdalkalimetalle (Calcium und Magnesium) 
und die Alkalimetalle (Natrium und Kalium) als Vergleichssub- 


stanzen gewihlt. 
I. Erdalkalimetalle. 


Calcium und Magnesium. 


Methodisches: Unsere Untersuchungen wurden mit Kammer- 
wasser von Pferden durchgefiihrt, die Bestimmungen sofort nach 
der Punktion angesetzt. Das zum Vergleich benutzte Pferdeserum 
wurde durch Gerinnung des Blutes im Eiskasten erhalten und 
nach der Retraktion des Blutkuchens von den letzten Blutkérper- 
chen sorgfiltig befreit. Hiimolytische Sera wurden grundsitzlich 
verworfen, 

Die Dialyseversuche, die durch mehrere Stunden, gegebenen- 
falls iiber Nacht fortgesetzt werden muSten, wurden durchwegs 
bei O° im Kiskasten durchgefiihrt. Die Ultrafiltration ging in 
einem ungeheizten Raum bei Wintertemperatur (etwa 6°) vor sich. 


Die Bestimmung des Calciums erfolgte nach der Methode von Kramer 
und Tisdall’), die Bestimmung des Magnesiums erfolgte in der Weise, daB 
das Magnesium — dhnlich wie es Kramer und Tisdall vorschreiben — im 
Filtrat der Calciumfillung als Magnesium—Ammoniumphosphat gefillt, die 
Fiillung gewaschen und in einer gemessenen Menge Salzsiure (n/10) gelést 
wurde. Der Phosphorsiuregehalt der Lésung wurde hierauf nach der colori- 
metrischen Methode von Bell-Doisy und Briggs?) bestimmt. Auf die 
Uberpriifung und die methodische Kontrolle der Bestimmungsmethoden 
braucht an dieser Stelle nicht eingegangen zu werden; vgl. Stary.) 


Zur Colorimetrie verwendeten wir das Colorimeter nach 
Authenrieth und das Leitzsche EKintauchcolorimeter. Einzelne 


1) J. of biol. Chem. 47, 475 (1921). *) J. of biol. Chem. 53, 13 (1922). 
*) Stary, Mikroch. 9, 457 (Magnesium) und 477 (Calcium) (1981). 
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Kontrollversuche fiihrten wir auch mit dem Zeissschen Stufen- 
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photometer durch. 


A. Calcium. 


Die bisher in der Literatur vorliegenden Werte fiir den 
Calciumgehalt des Kammerwassers sind in Tab. 1 zusammengestellt. 
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Tabelle 1. 
! Verteilung des Calciums. 
mg-°/, im mg-°/, mg-°/, Quot. 
Tier Kammer- | Mittel im Mittel Jim Ultra-| KW./S. Autor 
wasser Serum filtrat 
Pferd... 6,2 | 10,1 | 61,8 | Duke-Elder’) 
Hund... | Tron”) 
Ochs ... | 5,5—6,9 6,2 9,8—10,9 10,3 60,3 | Tron 
Pferd... | 7,1—7,6 7,4 |10,3—12,3) 11,5 64,5 | Tron 
Rind ... | 7,4—9,9 10,1 Lebermann 
Kaninchen 8,8 11,2 ven. 78,5 | Lebermann 
10,4 art. 84,8 
Bid ... 10,1 | Jess, zit. Tron 
Pferd... 7,5 Jess, zit. Tron 
Rind 8,3 14,4 8,1 57,6 | Bauermann ‘) 
Kaninchen 10,6 15,7 ven. 10,5 ven.| 67,5 | Bauermann 
| 16,2 art. 10,5 art. | 65,4 | Bauermann 


Was zunichst auffallt, sind die groBen Differenzen in den 
von den einzelnen Autoren angegebenen Werten. Diese Diffe- 
renzen sind keineswegs in der Verschiedenheit der untersuchten 
Tierarten begriindet. Die gefundenen Werte schwanken vielmehr 
von Autor zu Autor weit mehr als von Tierart zu Tierart. Schon 
diese auffallenden Differenzen muSten eine Nachpriifung der vor- 
liegenden Angaben wiinschenswert erscheinen lassen. 


Immerhin geht aus Tab. 1 deutlich hervor, daB der Calciumgehalt des 
Kammerwassers bei einzelnen Autoren ungefihr dem ultrafiltrablen Anteil 
des Serumcalciums entspricht, doch weichen andere Angaben nicht unerheb- 
lich von den in der Literatur angegebenen Werten fiir das ultrafiltrable 
Serumcalcium ab. Genauere Vergleiche lassen sich bei den meisten Unter- 
suchern nicht ziehen, da bis auf Bauermann kein einziger Autor das 
gleiche, mit dem Kammerwasser verglichene Serum oder auch ein Serum 
der gleichen Tierart ultrafiltriert und nach der gleichen Methodik unter- 
sucht hat. 


1) Biochemic. J. 21, 66 (1927). 

*) Graefes Arch. 117, 677 (1926) (Calcium). 

8) Arch. Augenheilk. 96, 335 (1925). 

*) Ber. 47. Verslg. dtsch. ophth. Ges., Heidelberg 1928. 
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Um festzustellen, ob der Calciumgehalt des Kammerwassers 
tatsiichlich dem des Ultrafiltrates des Serums entspricht, haben wir 

1. den Calciumgehalt von Serum und Kammerwasser ver- 
glichen, 

2. das Serum ultrafiltriert und den Calciumgehalt des Ultra- 
filtrates bestimmt und 

3. Kammerwasser und Serum gegeneinander dialysiert und 
zur Ermittlung des Diffusionsgleichgewichtes den Calciumgehalt 
beider Fliissigkeiten vor und nach der Dialyse bestimmt. 

Vergleichende Bestimmungen des Calciumgehaltes in Kammer- 
wasser und zugehérigem Serum ergaben die in Tab. 2 zusammen- 
gestellten Werte. Der Calciumgehalt des Kammerwassers schwankte 
bei 16 verschiedenen Pferden zwischen 6,6 und 7,8 mg-°/, und 
hetriigt 56—71°/, des zugehérigen Serumwertes. 


Bei einem der untersuchten Tiere (Nr. 11) war der Calciumgehalt so- 
wohl des Kammerwassers als auch des Serums weit iiber das Niveau der 
anderen Fille erhéht. Das Tier war vom Tierarzt auf dem Schlachthof nicht 
beanstandet worden, niheres konnten wir leider nicht in Erfahrung bringen. 


Tabelle 2. 
Calcium mg-°/, im Verteilungs- 
Nr. quotient in °/, 
Kammerwasser Serum des Serumwertes 
1 8,4*) 12,5 67,0 
2 7,2 
3 | 
4 7,2*) 11,5 62,6 
5 7,0 
6 7,2 
7 7,8*) 10,9 71,5 
8 7,8 
9 7,4 
10 6,9 | 
11 9,9*) 14,2 69,8 
12 7,1 
13 7,6 
14 7,4*) 11,7 63,0 : 
15 6,6 
16 6,6 
17 6,8 *) | 12,0 56,8 
Mittelwert aller 1.4 
Bestimmungen ’ 
Mittelwerte aller | 
Kammerwasser un 
Serum durchgefiihrten | 
Bestimmungen.*) | 


- 
‘ 
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In einer zweiten Versuchsreihe wurde Pferdeserum einer 
Ultrafiltration unterworfen. Verwendet wurde der Ultratiltrations- 
apparat nach Zsigmondi, als Ultrafilter dienten Kollodiummem- 
branen, hergestellt durch Impriignierung von aschefreiem Filter- 
papier (Schleicher & Schill) mit 7°/,iger Kollodiumlésung in Kis- 
essig nach dem Bechholdschen Verfahren. Die Membranen wurden 
mit verdiinnter kochsalzhaltiger Sodalésung gewaschen und in 
destilliertem Wasser bis zum Verschwinden der Chlorreaktion im 
Waschwasser gewiissert. Um den Verdiinnungs- oder Adsorptions- 
fehler durch die Ultrafiltermembran zu vermeiden, wurde das erste, 
zweite und dritte Ultrafiltrat in allen Versuchen verworfen. Erst 
das vierte Ultrafiltrat wurde fiir die Bestimmungen verwendet. 
Der Calciumgehalt des Ausgangsmateriales sowie der Calciumgehalt 
des Ultrafiltrates ist in Tab. 3 zusammengestellt. 


Tabelle 3. 
Unter Beriicksichtigung des 
Calcium mg-°/, im In °/, der ur- yhichtlésenden Raumes“ 
spriinglichen | yltrafiltrabler | nicht ultrafil- 
Pferdeserum | Ultrafiltrat | Konzentration Anteil trabler Anteil 
in: in °/, 
11,1 6,9 62,1 55 45 
11,8 1,9 67,0 51 49 


Da angenommen werden muB, daf der nichtlisende Raum 
des Serums fiir die Kammerwasserbildung in vivo in der gleichen 
Weise beriicksichtigt werden muf, wie bei der Ultrafiltration des 
Serums in vitro, so miissen fiir den Vergleich mit der Kammerwasser- 
bildung die Zahlen in der Spalte III (nicht die umgerechneten 
Werte aus den Spalten IV und V) herangezogen werden. 

Die in Tab. 3 angefiihrten Werte fiir das in vitro hergestellte 
Ultrafiltrat zeigen genaue Ubereinstimmung mit den an kleineren 
Versuchstieren durch Kompensationsdialyse in vivo erhaltenen 
Werten, ein Beweis, daB bei sorgfiltigem Arbeiten durch Blut- 
abnahme und Blutgerinnung keine meBbare Verschiebung in der 
Menge und im Verteilungszustand des Blutcalciums erfolgt. ') 

Der Vergleich der Resultate der Tab. 3 mit denen der Tab. 2 
ergibt weitgehende Ubereinstimmung. Der Calciumgehalt des 
Kammerwassers stimmt mit dem Calciumgehalt eines in vitro 
hergestellten Serumultrafiltrates sehr genau iiberein. 


1) Green und Power, J. of biol. Chem. 91, 183 (1931). 
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Zur Bestimmung des Diffusionsgleichgewichtes zwischen Blutserum 
und Kammerwasser wurde das Serum in kleine Pergamenthiilsen (Schleicher & 
Schill) eingebracht, die Hiilsen mit dem Serum als Innenflissigkeit 
in Glischen gestellt, in welchen sich das Kammerwasser als AuBenflissig- 
keit befand. Die Hiilsen wurden vor dem Versuch mit warmer Salzsdure 
bis zur vélligen Calcium- und Magnesiumfreiheit der Waschfliissigkeit ge- 
waschen. Die Salzsiiure wurde hierauf durch Waschen der Hiilsen mit 
destilliertem Wasser bis zur Chlorfreiheit des Waschwassers entfernt. So- 
dann wurden die Hiilsen mit Alkohol-Ather getrocknet und in jedem Falle 
vor Beginn des Versuches auf ihre Dichtigkeit gepriift. Durch nephelo- 
metrischen Vergleich nach Zusatz von Trichloressigsiure wurde der Eiweib- 
gehalt des Kammerwassers vor und nach der Dialyse bestimmt. Eine Zu- 
nahme des EiweiBgehaltes wurde in keinem Falle beobachtet. 


Die Tab. 4 enthilt einige der bei der Bestimmung des Diffu- 
sinusgleichgewichtes erhaltenen Werte. 


Tabelle 4. 
Vor der Dialyse Nach der Dialyse 
Calcium mg-°/, Calcium mg-°/, 
Serum [Kammerwasser Serum Kammerwasser 
14,2 | 9,9 | 9,4 
11,7 | 7,4 11,3 | 8,0 


Aus Tab. 4, die von einer griéBeren Reihe gleichartiger Ver- 
suche nur zwei Beispiele wiedergibt, geht hervor, daB die im 
Verlaufe der Dialyse im Calciumgehalt eintretenden Verschiebungen 
nur sehr gering sind. Eine regelmiifige, irgend erheblichere Ver- 
schiebung im Calciumgehalt ist bei der Dialyse des Kammer- 
wassers gegen Serum niemals eingetreten. Ubereinstimmend mit 
den oben mitgeteilten Ultrafiltrationsversuchen geht somit auch 
aus den Dialyseversuchen hervor, daf in bezug auf den Calcium- 
spiegel das Kammerwasser den Anforderungen der Dialyse- oder 
Ultrafiltrationstheorie weitgehend entspricht. 


B. Magnesium. 
Die in der Literatur auffindbaren Angaben iiber den Magne- 
siumgehalt des Kammerwassers sind in der folgenden Tab. 5 


zusammengestellt. 

Wie man sieht, sind die Angaben der Literatur iiber den 
Magnesiumgehalt des Kammerwassers spirlich und teilweise wider- 
sprechend. Vergleichende Untersuchungen iiber den Magnesium- 
gehalt von Kammerwasser und Serum liegen nur bei Duke-Elder 
und Tron vor. AuBerdem kommt noch hinzu, daB die alte Mikro- 
methode, bei der die Menge des gefillten Magnesiumammonium- 
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Tabelle 5. 


Verteilung des Magnesiums. 


mg-°/, im mg-°/, Quot. 
Tier | Kammer. §Mittel im | Mittel |KW./S. Autor 
wasser Serum | 

Pferd 2,6 | 28 | 92,8 Duke-Elder') 
; Ochs | 1,00—1,08 1,05 | 0,9—2,0 1,5 70,0 | Tron?) 

Hund 2,0 | Kaneko ®) 

Pferd 1,8 Magitot u. Mestrezat‘) 


phosphats an dem Abblassen einer Kisenrhodanidfirbung gemessen 
| wurde, eine nur sehr beiliufige Schitzung des Magnesiumgehaltes 
zulaBt. Vergleichende Bestimmungen des Magnesiumgehaltes in 
Kammerwasser und im Dialysat bzw. Ultrafiltrat sind bisher iiber- 
haupt noch nicht durchgefiihrt worden. 
Unsere eigenen Resultate fiir den Magnesiumgehalt des 
Kammerwassers sind in Tab. 6 zusammengestellt. 


Tabelle 6. 


Nr Verteilungs- 
Kammerwasser Serum quotient 
! 1,46 | 1,72 84,8 
2 1,35 
3 1,44 | 
4 1,96 | 2,03 96,6 
5 1,56 
6 1,60 1,70 94,2 
7 1,24 
8 1,24 
9 1,85 1,98 93.6 
10 1,44 
11 2,06 1,94 106,2 
i 12 1,18 
[ 13 1,21 
14 1,18 
15 1,30 | 1,41 92,2 
16 1,00 
17 1,15 
Mittelwert aller Be- 1.42 
stimmungen 
Mittelwerte aller in 
Kammerwasser und 7 
Serum durchgefihrten 1,79 95,5 
Bestimmungen 
) Biochemie. J. 21, 66 (1927). *; Graefes Arch. 118, 713 (1927). 


*) Biochem. Z. 154, 72 (1924). *) Ann. d’Ocul. 158. 1 (1921). 


| 
4 
- 
| 
4 + 
5, 
| 
Ng 
ah 
geek 


224 Z. Stary und R. Winternitz, 


In der Mehrzahl der Fille liegt der Magnesiumgehalt des 
Kammerwassers niedriger als der des Serums. Sehr deutlich kommt 
dieses Verhiiltnis in den Durchschnittswerten zum Ausdruck. Das 
Kammerwasser steht somit, was den Magnesiumgehalt anlangt, 
vollig im Gegensatz zum Liquor, von welchem festgestellt werden 
konnte, dab sein Magnesiumgehalt in allen Fallen den Ma- 
gnesiumgehalt des zugehérigen Serums ganz erheblich iibersteigt. 

In gleicher Weise wie beim Calcium muSten zur Beantwortung 
der Frage, ob sich das Magnesium zwischen Serum und Kammer- 
wasser in osmotischem Gleichgewicht befindet, Ultrafiltrations- 
versuche herangezogen werden. Pferdeserum wurde, wie oben 
beschrieben, ultratiltriert und die Konzentration des Magnesiums im 
Ultrafiltrat bestimmt. Die Resultate dieser Versuche sind in Tab. 7 
zusammengestellt. 


Tabelle 7. 


Unter Beriicksichtigung des 


0 
Magnesium ‘mg-"/, im In °/, der ur-| __,,nichtlésenden Raumes“ 


spriinglichen | yjtrafiltrabler | nicht ultrafil- 

Pferdeserum | Ultrafiltrat | Konzentration Anteil trabler Anteil 
in % in °/y 
1,97 1,64 83,2 73,2 26,8 
2,40 1,97 82,0 72,2 27,8 
2,02 1,62 80,0 70,8 29,1 


In allen Fallen ist die Konzentration des Magnesiums im 
Ultrafiltrat wesentlich niedriger (im Durchschnitt 81,7°/,) als die 
Magnesiumkonzentration des verwendeten Serums. Aus den Ultra- 
filtrationsversuchen ergibt sich, daf 27—30°/, des Magnesiums 
in nicht ultrafiltrabler Form im Serum vorhanden sind. Unter 
strenger Zugrundelegung der Ultrafiltrationstheorie fiir das Kammer- 
wasser miiBte sich der Magnesiumgehalt des Kammerwassers in 
der GriBenordnung von 80—85°/, (unkorrigiert, vgl. oben) des 


Gehaltes im Serum bewegen. 

DaB der Magnesiumgehalt des Blutplasmas vor der Gerinnung nicht 
héher ist als der des aus dem gleichen Blute stammenden Serums, ist be- 
reits in friiheren Untersuchungen gezeigt worden.') Auch der ultrafiltrable 
Anteil des Magnesiums scheint bei der Gerinnung keine wesentliche Ver- 
schiebung zu erfahren. Die von Greene und Power?) neuerdings durch 
Kompensationsdialyse beim lebenden Hund erhaltenen Werte fiir den dialy- 
sablen Anteil des Plasmamagnesiums sind im Durchschnitt sogar noch etwas 
niedriger als die bei Ultrafiltraten von Menschen- und Rinderserum er- 
haltenen Werte. 


1) Stary, Kral und Winternitz, Z. exper. Med. 66, 671 (1929). 
*) Greene und Power, J. of biol. Chem. 91, 183 (1931). 
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Die Entscheidung iiber die Giiltigkeit der Theorie konnte 
nur durch die schon beim Calcium durchgefiihrte Methode des 
Diffusionsgleichgewichtes erbracht werden. Die Versuchsanordnung 
war die gleiche, wie bei den Versuchen iiber das Diffusionsgleich- 
gewicht des Calciums. 

In allen Versuchen ergab sich, dab das Verteilungsverhiiltnis 
zwischen Serum und Kammerwasser bei der Dialyse sich dem bei 
der Ultrafiltration erhaltenen Verteilungsverhiiltnis niherte, un- 
abhiingig davon, wie das Verteilungsverhiiltnis zu Beginn des Ver- 
suches war. Als Beispiel hierfiir wurden in die Tab. 8 mit Ab- 
sicht zwei Versuche aufgenommen, von welchen der eine cinen 
verhiltnismiiBig niedrigen, der andere den héchsten von uns beob- 
achteten Magnesiumgehalt im Kammerwasser aufwies. 


Tabelle 8. 
Vor der Dialyse Nach der Dialyse 
Magnesium mg-°/, Magnesium mg-°/, 
Serum Kammerwasser Serum Kammerwasser 
1,94 2,06 2,08 1,82 
1,70 1,60 1,81 1,46 


Aus den angefiihrten Beispielen ist ersichtlich, da8 nach der 
Dialyse der Magnesiumgehalt des Kammerwassers  betriichtlich 
abnimmt. Die Endwerte des Verteilungsquotienten niihern sich 
weitgehend dem Verteilungsverhiltnis des Serumultrafiltrates. Das 
Kammerwasser enthilt somit mehr Magnesium als das Ultrafiltrat 
des Blutserums, verhilt sich somit in qualitativer Hinsicht ihn- 
lich wie der Liquor cerebrospinalis. Die Differenz ist beim Kammer- 
wasser in den meisten Fiillen jedoch wesentlich geringer als beim 
Liquor. 

Die Resultate der Bestimmung des Diffusionsgleichgewichtes 
beim Kammerwasser bestiitigen somit vollkommen die Ergebnisse 
der ‘Ultrafiltrationsversuche. 


II. Alkalimetalle. 
Natrium und Kalium. 


Im Gegensatz zu den Erdalkalien gehen Kalium und Natrium 
bei der Ultrafiltration des Serums quantitativ ins Ultrafiltrat iiber. 
Entspricht die Blut-Kammerwasserscheide einem einfachen Kolloid- 
sieb ohne spezifisches Auswahlvermégen fiir die einzelnen Kationen, 
so miissen sich Kalium und Natrium im Kammerwasser in der 
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gleichen Konzentration wie im Blutserum nachweisen lassen. 
Beriicksichtigt man den Umstand, dab etwa 12°/, des vom Blut- 
serum erfillten Raumes nicht von Wasser, sondern von Eiwei8 
in einer Form erfiillt sind, welche die anorganischen Salze des 
Blutes nicht oder nur unvollkommen zu lésen vermag, so miiBte 
man sogar in Ultrafiltraten und Dialysaten eine etwas hohere 
Konzentration als im nativen Serum verlangen, eine Voraussetzung, 
die durch Befunde zahlreicher Untersucher fiir in vitro her- 
gestellte Ultrafiltrate und Dialysate des Blutes voll bestiitigt 
worden ist. 

Methodisches: Die Kaliumbestimmungen wurden titri- 
metrisch nach der Methode von Kramer und Tisdall}) vor- 
genommen. Das Natrium wurde nach der Methode von Barren- 
scheen und Messiner?) kolorimetrisch bestimmt. 


A. Kalium. 


In friiheren Untersuchungen haben wir gemeinsam mit 
Kral*) zeigen kénnen, daB fiir den Liquor cerebrospinalis die 
oben genannte Voraussetzung einer gleichen Konzentration des 
Kaliums nicht zutrifft. Der Kaliumgehalt des Liquors ist betricht- 
lich niedriger als der des Serums oder als der Kaliumgehalt von 
Dialysaten und Ultrafiltraten des Blutes. Wir sind nach diesen 
Untersuchungen genétigt anzunehmen, die Blut-Liquorschranke 
eine spezifische Sperre fiir den Durchtritt des Kaliums besitzt. 
Es ergibt sich daher die Frage, ob ein derartiger spezifisch gegen 
das Kalium gerichteter Mechanismus auch in der Blut-Kammer- 
wasser-Schranke enthalten ist. 

Die Angaben der Literatur iiber den Kaliumgehalt des 
Kammerwassers sind in Tab. 9 zusammengestellt. Sie stimmen 
nicht sehr iiberein und die Schwankungen von Autor zu Autor 
sind weit gréBer als die Schwankungen von Tierart zu Tierart. 

Vergleichende Untersuchungen mit dem Ultrafiltrat der gleichen 
Blutart liegen nur von Bauermann (a.a. QO.) vor. Dialyseversuche 
zur Bestimmung des Diffusionsgleichgewichtes sind bei der Blut- 
Kammerwasserschranke u. W. iiberhaupt noch nicht durchgefiihrt. 
Die Resultate unserer Bestimmungen sind in Tab.10 zusammen- 
gestellt. Sie ergeben in allen Fillen, daB Kammerwasser und Serum 
in ihrem Kaliumgehalt geringe Differenzen aufweisen. Der Ver- 


1) J. of biol. Chem. 46, 339 u. 467 (1921). 
*) Biochem. Z. 189, 308 (1927). 8) Z. exp. Med. 66, 691 (1929). 
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Tabelle 9. 
Verteilung des Kaliums. 
mg-°/) im mg-°/, mg-°/5 Quot. 
Tier Kammer- | Mittel im Mittel] im Ultra- |KW./S. Autor 
wasser Serum filtrat A 
Ochs ... |18,1—20,1 | 19,0 | 27,1—29,7/ 28,5 66,8 | Tron’) 
Pferd .. . | 18,8—20,8 | 20,1 | 25,6—28,6 | 26,9 75,0 | Tron 
Rind ...|16 —20 18,7 Lebermann *) 
Kaninchen | 17,5 22,0 art. Lebermann 
23,0 ven. 

Pferd . .. | 18,9 21,1 Duke -Elder 
Ochs ... | 27,9 
Schwein . 35,4 
Pferd .. . | 24,5 
Rind ... | 19,4 22,6 21,7 85,8 | Bauermann 
Rind ... |16,5 22,2 22,0 74,2 | Bauermann 
Kaninchen | 23,3 22,1—24,4 21,4—23,2] 100,0 | Bauermann 

? 13,6 1. KW. Tron 

16,9 2. KW. 


teilungsquotient Kammerwasser : Serum schwankt zwischen 92°), 
und 134°/, und betrigt im Mittel 113°/,. Nicht nur in bezug 
auf die Erdalkalimetalle, fiir die wir in der ersten Mitteilung ein 
prinzipiell verschiedenes Verhalten in Kammerwasser und Liquor 
nachgewiesen haben, sondern auch beim Kalium zeigt sich also 
auch die Verschiedenheit von Kammerwasser und Liquor in aut- 
fallender Weise. In einigen Fillen haben wir das Kammerwasser 
beider Augen und das zugehérige Serum parallel untersucht. Diese 
Bestimmungen zeigen, daB zwischen dem Kaliumgehalt des rechten 
und des linken Auges kleine Differenzen bestehen kénnen und 
daB8 somit die Blut-Kammerwasserschranke jedes Auges innerhalb 
gewisser, allerdings sehr enger Grenzen eine gewisse Selbstiindig- 
keit zu haben scheint. 

Es erhebt sich nun die Frage, wie weit eine derartige Ver- 
teilung mit dem Verhalten eines Serumultrafiltrates iibereinstimmt. 
Zu diesem Zwecke wurden mit frischem Pferdeserum eine Reihe 
von Ultrafiltrationen durchgefiihrt, von welchen zwei in Tab. 11 
aufgenommen sind. Die Ultrafiltration erfolgte, ebenso wie aut 


1) Graefes Archiv 117, 677 (1926). 

*) Archiv f. Augenheilkunde 96, 335 (1925). 

*) Biochemie. J. 21, 66 (1927), 

*) Proc. of the soc. f. exp. biol. a. med. 22, 445 (1925). 

*) Ber. 47. Versammlung d. deutschen ophth. Ges. Heidelberg 1923. 
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Tabelle 10. 


Kammerwasser Serum quotient 
1 21,3 
2 22,4 
8 24,0 
4 20,6*) 15,4 134 
5 18,9 
6 24,5 
7 22.7 
8 21,3*) 20,0 106 
9 23,1 
10 20,3 
11 22,0 
12 18,3 
13 19,2 
14 19,0*) 17,8 107 
15 22.6 
16 16,4 
17 21,0 
18 17,8 
19 20,0 
20 21,2 
21 22,8 rechts *) 19,5 114 
22 22,7 links *) 116 
23 17,6 rechts*) 16,7 106 
24 17,4 links *) 104 
25 19,6 rechts *) 20,0 98 
26 18,4 links *) 92 
27 17,9 rechts*) 15,8 118 
28 19,0 links *) 120 
Mittelwert aller K-Be- 20.9 _ = 
stimmung.im Kammerw. ’ 
Mittelwerte aller Fille, 
bei denen K gleichzeitig 
in Kammerw. u. Serum { 
bestimmt wurde *) 


Tabelle 11. 


Unter Beriicksichtigung des 
Kalium mg-*/, im In °/, der ur-| ,,nichtlésenden Raumes“ 
spriinglichen | yltrafiltrabler | nicht ultrafil- 
Pferdeserum | Ultrafiltrat | Konzentration Anteil trabler Anteil 
in in 
17,3 19,1 110,5 97 3 
21,1 22,5 107,0 94 6 
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Seite 221 beschrieben, im Ultrafiltrationsapparat nach Zsigmondy 
mit Hilfe von Membranen, die aus 7°/,iger Kisessig—Kollodium- 
Lésung gegossen wurden. 


Aus Tab. 11 ergibt sich das anfangs iiberraschende Ergebnis, daB der 
Kaliumgehalt des Serums beim Passieren des (elektrolytfrei gewaschenen) 
Ultrafilters eine scheinbare Zunahme erfahren hat. Diese Erscheinung geht 
auf den sogenannten ,,nicht lésenden“ Raum zuriick. Die wahre Kalium- 
konzentration des im Blutserum vorhandenen Lésungswassers ist wesentlich 
héher als die scheinbare Konzentration des Gesamtserums, weil eben die 
gequollenen EiweiBkérper zwar einen Teil des Raumes fiir sich beanspruchen, 
die Elektrolyte aber nicht in gleicher Konzentration gelist enthalten. Dieser 
,nichtlésende Raum“ wird von Polanyi mit 12°/, der Serumkonzentration 


angegeben. 

Der Vergleich der Verteilungszahlen zwischen Serum und 
Ultrafiltrat einerseits, Serum und Kammerwasser andererseits 
zeigt eine deutliche Ubereinstimmung. In beiden Fiillen ist der 
Kaliumgehalt nicht wesentlich verschieden von dem des zu- 
gehérigen Serums. Die Werte fiir den ultrafiltrablen Anteil des 
Serumkaliums stimmen mit der bei der Ultrafiltration von Serum 
von anderen Autoren erhaltenen Resultaten gut iiberein.')?)*) Nur 
Greene und Power’) erhielten bei der Dialyse in vivo niedrigere 
Werte im Dialysat als im Serum. Bei Zugrundelegung der Kalium- 
werte von Greene und Power wiirde weder Kammerwasser noch 
Liquor cerebrospinalis einem Dialysat bzw. Ultrafiltrat des Blutes 
in bezug auf den Kaliumgehalt entsprechen. 

Weiter haben wir mit Hilfe der oben genauer (vgl. 8. 222) 
beschriebenen Methodik das Diffusionsgleichgewicht zwischen dem 
Kaliumspiegel im Serum und im Kammerwasser bestimmt. Von 
zahlreichen gleichartigen Dialyseversuchen sind in Tab. 12 nur 
zwei Versuche wiedergegeben. 


Tabelle 12. 


Vor der Dialyse ; Nach der Dialyse 
Kalium mg-°/, Kalium mg-°/, 
Serum Kammerwasser Serum | Kammerwasser 
14,4 22,4 16,2 | 17,1 
17,4 24,3 20,6 21,8 


1) Neuhausen u. Pincus, J. of biol. Chem. 57, 99 (1928). 

*) Rona u. Petow, Biochem. Z. 137, 356 (1923). 

8) Rona, Haurowitz u. Petow, Biochem. Z. 149, 395 (1924). 
4) J. of biol. Chem. 91, 183 (1931). 
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In Ubereinstimmung mit den Ultratiltrationsversuchen ergibt 
sich somit auch aus der Bestimmung des Diffusionsgleichgewichtes, 
daB der Kaliumgehalt des Kammerwassers in der GréBenordnung 
durchaus den Postulaten der Ultrafiltrationstheorie Geniige leistet. 
Auch hier zeigt sich also, daB das Kammerwasser in bezug auf 
seinen Kaliumgehalt in deutlichem Gegensatz zum Liquor cerebro- 
spinalis steht, dessen Kaliumspiegel mit dem Kaliumspiegel von 
Ultrafiltraten oder Dialysaten des Blutserums keine Uberein- 
stimmung zeigt. 

B. Natrium. 

Die Angaben der Literatur iiber den Natriumgehalt des 
Kammerwassers weisen verhiltnismibig geringe Differenzen auf 
(vel. Tab. 13). GréBere Abweichungen vom Natriumgehalt des 
Blutserums und anderer KG6rperfliissigkeiten sind auch nicht zu 
erwarten, da gréBere Abweichungen von der Isotonie bei im 
Organismus verbleibenden Kérpertliissigkeiten (zum Unterschied 
von Sekreten und Exkreten) kaum vorkommen und der Organismus 
den isotonischen Druck dieser Fliissigkeiten in erster Linie durch 
Natriumsalze reguliert. 

Tabelle 13. 


Verteilung des Natriums. 


mg-°/, im mg-°/, | Quotient 
Tier | Kammer- | Mittel im Mittel] _KW./S. Autor 
wasser Serum 
| 
Ochs 339 [317—345; 331 102 Tron 
Rind .. 294 Lebermann (a. a. O.) 
Pferd . . 278,7 335,1 83 Duke-Elder(a. a. 0.) 
Ochs .. ot Cohen, Killian u. 
Schwein 318 Metzger ( O 
Pferd . . 311 eer a. 
Hund . . | 300—320 315—335 ca. 96 Gaedertz und Witt- 
genstein ”) 


Unsere eigenen Bestimmungen ergaben im Durchschnitt 
348 mg-°/, Natrium im Kammerwasser, einen Wert, der nur un- 
wesentlich héher ist als der Durchschnittswert der Tronschen 
Natriumbestimmungen (339 mg-°,, Natrium). Der Durchschnitts- 
wert der zugehérigen Blutsera betriigt bei unseren Bestimmungen 
315 mg-°/, Natrium, ist also — iihnlich wie auch bei den Tron- 
schen Analysen — etwas niedriger als der durchschnittliche 


') Graefes Arch. 118, 713 (1927). *) Graefes Arch. 118, 741 (1927). 
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Natriumgehalt der zugehérigen Kammerwiisser. Im Liquor cerebro- 
spinalis hatten wir gemeinsam mit Kral im Durchschnitt einen 
Verteilungsquotienten Liquor: Serum von 92°/, bestimmt, der 
Natriumgehalt des Liquors ist also geringer als der des zugehérigen 
Serums. Kammerwasser und Liquor sind jedoch in bezug auf 
den Natriumgehalt keineswegs scharf voneinander unterschieden, 
da die Differenzen nur gering sind und auch Liquores mit relativ 
erhéhtem und Kammerwiisser mit etwas niedrigerem Natrium- 
gehalt gelegentlich vorkommen. 
Tabelle 14. 


Verteilungs- 
Kammerwasser Serum quotient 
320 340 94 
864 330 110 
895 342 115 
342 rechts 116 
320 links _ 109 
348 | 315 110 


Die Resultate fiir das Kammerwasser bewegen sich durchwegs 
in der Nahe der Serumkonzentration, ein Verhalten, welches mit 
den bei der Ultrafiltration von Blutserum erhaltenen Werten gut 


iibereinstimmt. 

So erhielten Neuhausen und Pincus') im Ultrafiltrat 336 mg-°/, 
Natrium, bei 336 mg-°/, Natrium — also der gleichen Konzentration — im 
Serum, Hirth und Tschimber?) fanden 318 mg-°), im Ultrafiltrat, gegen 
323 mg-°/, im zugehdrigen Serum. Bei Kompensationsdialysen wurden 
liche Werte erhalten [vgl. Rona und Gyérgy‘, Rona und Petow’%), 
Rona, Haurowitz und Petow®’)]. Auch in vivo finden sich praktisch 
gleiche Verhiltnisse vor. Fiihrt man die Kompensationsdialyse mit strémendem 
Blut und am lebenden Tier durch, so schwankt das Verhiltnis des Natrium- 
gehaltes von Dialysat zu Serum von 91—105°/, (im Mittel 96°/,). Vel. 
Greene und Power (a. a. O.). 


Mit Riicksicht auf diese Angaben der Literatur war auch bei 
der Bestimmung des Diffusionsgleichgewichtes zwischen Kammer- 
wasser und Serum keine erhebliche Verschiebung der relativen 
Natriumkonzentration beider Fliissigkeiten zu erwarten. Auf die 
Wiedergabe unserer diesbeziiglichen Bestimmungen sei daher hier 


1) a. a. O. S. 229. *) C. r. soe. biol. 91, 592 (1924). 
5) Biochem. Z. 56, 416 (1913). *) Biochem. Z. 137, 356 (1923). 
5) Biochem. Z. 149, 393 (1924). 
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verzichtet. DaB geringe Differenzen im Gehalt an diffusiblem 
Natrium aber immerhin vorkommen kénnen, zeigt ein Dialyse- 
versuch, bei welchem wir ein Serum mit ungewoéhnlich niedrigem 
Natriumgehalt verwendet haben. Wir fanden hierbei vor der 
Dialyse im Kammerwasser 324 mg-°/,, im Serum 280 mg-°/, Na- 
trium, nach der Dialyse im Kammerwasser 305 mg-°/, und im 
Serum 295 mg-°/, Natrium. 

Da auger Calcium, Magnesium, Kalium und Natrium nur 
Spuren anderer Metalle im Serum und Kammerwasser vorhanden 
sind, so kann man auf Grund unserer Bestimmungen eine Bilanz 
fiir die Kationen des Kammerwassers und des Serums aufstellen. 
Ks ergeben sich dabei die in der Figur graphisch dargestellten 


SERUM KAMMERW LIQUOR 


My Mg cak My ca Kk My 


Die prozentuelle Verteilung von Kalium, Natrium, Calcium und Magnesium 
(in Milliadquivalenten) auf Serum, Serumultrafiltrat, Kammerwasser und Liquor. 


Werte. Bei dieser sind auch die seinerzeit von uns gemeinsam 
mit Kral im Liquor cerebrospinalis erhaltenen Werte zum Ver- 


gleich hinzugefiigt. 
Zusammenfassung. 


1. Im Kammerwasser des Pferdes finden sich im Durchschnitt 
7,4 mg-°/, Calcium, gegeniiber 12,1 mg-°/, im Serum und 7,4 mg-°/, 
im Ultratiltrat des Pferdeserums. Der Calciumgehalt des Kammer- 
wassers entspricht somit im Durchschnitt dem ultrafiltrablen An- 
teil des Serumcalciums, im Einzelfall sind gelegentlich kleine 
Differenzen nachweisbar. 

2. Bei der Dialyse von Kammerwasser gegen das zugehérige 
Serum treten dementsprechend nur geringe Anderungen im Calcium- 
gehalt beider Fliissigkeiten ein. 
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3. Der Magnesiumgehalt im Kammerwasser des Pferdes be- 
triigt im Durchschnitt 1,7 mg-°/,, gegeniiber 1,8 mg-°/, im Serum. 
Im Durchschnitt betriigt der Magnesiumgehalt des Kammerwassers 
somit etwa 95°/, des Serumwertes, wiihrend der Magnesiumgehalt 
des Ultrafiltrates im Durchschnitt 82°/, des Serumwertes betriigt. 

4, Dementsprechend nimmt bei der Dialyse von Kammer- 
wasser gegen Serum der Magnesiumgehalt des Kammerwassers 
ab, der Magnesiumgehalt des Serums zu. Serum und Kammer- 
wasser stehen somit in bezug auf diffusibles Magnesium nicht 
villig im Gleichgewicht; die Abweichung legt in der gleichen 
Richtung wie beim Liquor cerebrospinalis, ist jedoch weit ge- 
ringer als beim Liquor. 

5. Im Gegensatz zum Liquor cerebrospinalis entspricht der 
Kaliumgehalt des Kammerwassers in der GriBenordnung dem 
Kaliumgehalt eines Ultrafiltrats oder Dialysats aus dem zugehérigen 
Serum. 

6. Bei der zur Bestimmung des Diffusionsgleichgewichtes 
durchgefiihrten Dialyse des Kammerwassers gegen das zugehdrige 
Serum treten dementsprechend nur geringe Konzentrationsverschie- 
bungen im Kaliumgehalt beider Fliissigkeiten ein. Kammerwasser 
und Serum befinden sich in bezug auf diffusibles Kalium weit- 
gehend im Gleichgewicht. 

7. Auch der Natriumgehalt des Kammerwassers entspricht 
dem Natriumgehalt eines Serumultrafiltrats. Bei der Dialyse von 
Kammerwasser gegen Serum treten in der Mehrzahl der Fiille 
keine Verschiebungen im Natriumgehalt beider Fliissigkeiten ein. 

8. Die Verteilung der Alkalimetalle auf Kammerwasser und 
Serum steht somit nicht in Widerspruch mit der Dialyse bzw. 
Ultrafiltrationstheorie des Kammerwassers. Das Kaimmerwasser 
ist somit nicht nur in der Verteilung der Erdalkalimetalle, sondern 
auch in der Verteilung der Alkalimetalle vom Liquor cerebro- 
spinalis deutlich unterschieden und ist einem in vitro hergestellten 
Dialysat oder Ultrafiltrat weit ibnlicher als der Liquor. 
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Zur Autoxydation der ungesattigten Fettsduren. 
II.1) Die Wirkung der Carotinoide. 


Von 
W. Franke.’) 
Mit 7 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1932.) 


DaB das lipoidlésliche Vitamin A bzw. das Carotin eine wich- 
tige Rolle im Fettstoffwechsel spiele, ist wiederholt vermutet und 
zum Teil auch experimentell wahrscheinlich gemacht worden. So 
haben unter anderem R. Hamburger und J. A. Collazo’) fest- 
gestellt, daB der Blutfettgehalt bei vitamin A-arm ernihrten Kindern 
erheblich héher ist als bei vitaminreich ernihrten. Wurde ferner 
2 Kindern die gleiche Menge vitaminfreies Fett verabreicht, in 
einem Falle mit, im anderen ohne gleichzeitige Zugabe vitamin- 
haltigen Lebertrans, so war zu einer bestimmten Zeit nach der 
Nahrungsaufnahme der Blutfettgehalt im ersten Falle normal 
und wie zuyor, im anderen jedoch auf das Doppelte gesteigert. 
Arnaud‘) hat wohl zuerst die Annahme ausgesprochen, daf das 
Carotin bei seiner stark ungesiittigten Natur als Oxydationskata- 
lysator der Pflanzenatmung fungieren kénne. DaB das Vitamin A 
im tierischen Organismus die gleiche Funktion, und zwar speziell 
aut die Fettoxydation gerichtet, auszuiiben vermége, ist in neuester 
Zeit besonders von H. v. Euler’) als Arbeitshypothese aufgestellt 
worden, Olcovich und Mattill®) fanden, daB die Induktions- 
periode, die der Autoxydation verschiedener tierischer Fette und 
Ole, wie Schmalz und Dorschtran, yorangeht, durch Zusatz von 


1) I. Mitteilung Liebigs Ann. 498, 129 (19382). 

*) Rockefeller Research Fellow. 

5) Klin. Wschr. 2, 1756 (1923). 

4) C. r. Acad. Sei. 109, 911 (1889). 

5) H. v. Euler, B.v. Euler u. H. Hellstrém, Biochem. Z. 208, 370 
(1928). 

*) J. of biol. Chem. 91, 105 (1931). 


i 
| | 
| 
i 
7 
| 
; 
OW 
= 
4 
4 


Zur Autoxydation der ungesiittigten Fettsiuren. 935 


Carotin erheblich abgekiirzt wird. v. Kuler und Ahlstrém?) 
haben dann unliingst an verschiedenen Fischleberextrakten Paralle- 
litit zwischen OxydationsgréBe und Vitamin A-Gehalt festgestellt. 
So zeigte sich, um nur ein Beispiel zu nennen, daB die Oxy- 
dationsgréBen zweier Makrelenleberextrakte mit den C.L.0.-Werten 
320 und 3000, deren Wachstumseffekte pro Gewichtseinheit sich 
etwa wie 1:3 verhielten, im Verhiltnis von anniihernd 1:10 
standen. Die Autoren weisen jedoch wiederholt darauf hin, da’ 
bei diesen Versuchen noch nicht zwischen der oxydationskata- 
lytischen Wirkung der Vitamin A-Priiparate und der in denselben 
vorhandenen Sauerstoffacceptoren unterschieden ist. 

Zweck und Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war eine 
genauere Beriicksichtigung dieses letzteren Umstandes. Es wurden 
daher stets nur kleine Mengen Vitamin A bzw. Carotin angewandt 
bei einem groBen Uberschu8 der Acceptoren. Als solche fungierten 
Olivenél, Leinél (Pharm. Suec.), Dorschlebertran (Méller), sowie 
Olsiure und Leinélsiure (Kahlbaum). AuBer Carotin kamen 
auch andere Chromolipoide der C,,-Reihe wie Lycopin, Xantho- 
phyll und Zeaxanthin zur Anwendung. Als zusammenfassendes 
Resultat dieses Teils der Untersuchung mag vorausgenommen 
werden, daB mit allen Extrakten und allen Katalysatoren unter 
geeigneten Umstiinden teilweise recht erhebliche Beschleunigungs- 
effekte erzielt werden. Allein zwischen Vitamin A und Carotin 
einerseits und Carotin und den iibrigen Lipochromen anderer- 
seits wurden im allgemeinen keine erheblicheren Unterschiede 
im AusmaB der Wirkung beobachtet. Die ungemein ausgepriigte 
Spezifitit der Vitaminwirkung im tierischen Organismus findet 
durch diese Versuche also keine Erkliirung, hier spielen offenbar 
noch andere als bloB oxydationskatalytische Wirkungen ausschlag- 
gebend mit.”) Hingegen erweist sich fiir die Pflanze die Vielzahl 
der vorkommenden Lipochrome als prinzipiell zu den gleichen 
oxydativen Funktionen befaihigt wie deren Prototyp, das Carotin. 


Methodik. 


Die Ausfiihrung der Versuche erfolgte wesentlich in derselben 
Weise, wie sie im ersten Beitrag zum Hauptthema*) beschrieben 


1) Diese Z. 204, 168 (1932). 

*) Méglicherweise bezieht sich die Vitaminwirkung nur auf bestimmte, 
hier nicht untersuchte Fettsiiuren oder nur auf bestimmte Bindungsformen 
der gewohnlichen Fettsiuren. 

3) Liebigs Ann. 498, 129 (1932). 
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wurde. Alle Versuche liefen bei 25° in Warburgschen Schiittel- 
gefiiBen unter reinem Sauerstoft und gleichzeitiger CO,-Absorption 
durch 10°/,ige KOH. In den meisten Ansiitzen wurde zu 1 ccm 
des Ols oder der Fettsiiture das in 0,05 cem Alkohol oder Pyridin 
geliste bzw. fein suspendierte Carotinoid zugegeben, worauf homo- 
gene Lisung erfolgte. Die Menge des Carotinoids war im all- 
gemeinen 1 mg, was bei einem Molekulargewicht von 536 bzw. 
572 1,85 bzw. 1,75 x 107% Mol und einer mittleren Konzentration 
von 1,8 x 107% Mol/Liter entsprach.’) Die Fettsiiuren und Ole 
wurden unter Stickstoff aufbewahrt. Unter dieser Bedingung 
bleibt ihre Autoxydationsgeschwindigkeit auch bei Abwesenheit 
besonderer Katalysatoren wenigstens der GréBenordnung nach 
konstant, wiihrend sie bei Aufbewahrung unter Luft im Laufe 
von Wochen und Monaten ganz erheblich zunimmt (vgl. Abschn. V, 
S. 253). Was die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse anbetraf, so 
war sie bei den freien Fettsiiuren und Olivenél normal und 
durchaus befriedigend; bei Leinél und besonders Dorschtran 
kamen jedoch bisweilen recht unmotiviert erscheinende ,,Entfesse- 
lungen* der Reaktion vor. Zahlreiche Wiederholungen der Ver- 
suche fiihrten jedoch auch in diesen Fillen fast stets zu einem 
slaubwiirdigen Resultat. Kin Teil der Versuche wurde in orga- 
nischen Liésungsmitteln ausgefiihrt; wegen des teilweise erheb- 
lichen Dampfdrucks lief in diesem Falle stets ein Ansatz mit dem 
Lésungsmittel allein bzw. ein katalysatorfreier Ansatz mit. 


Versuchsteil. 


I. Carotinoidwirkung in metallfreien Ansatzen. 
Die nachstehende Tabelle gibt einen Uberblick iiber das 
Verhalten der einzelnen Substrate im Normalansatz mit Carotin 
(in 0,05 ccm Alkohol). Die Zahlen stellen die O,-Absorption (hier 


Tabelle 1. 
Stunden q 13 Stunden 
ohne Carotin mit Carotin |}ohne Carotin | mit Carotin 
Olivenél .... 820 270 370 375 
Leindl...... 195 | 290 265 
Dorschlebertran 315 805 465 495 
Olsfure..... 0 15 220 410 
Lein6lsiure 32 185 4660 8050 


') Dieser Ansatz wird im folgenden stets als ,, Normalansatz“ bezeichnet. 
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wie stets in Kubikmillimeter ausgedriickt) nach 2 und 13 Stunden, 
ohne!) und mit Carotinzusatz dar. 

Gegeniiber den neutralen Olen ist das Carotin ohne Wirkung, 
gegeniiber den freien Fettsiiuren wirkt es als kriiftiger Katalysator, 
der in der Konzentration von 1 Gewichts-°/,, die Autoxydations- 
geschwindigkeit beider Fettsiiuren auf etwa das Doppelte steigert, 
unabhingig von dem rund ums 20fache verschiedenen Absolutwert 
der Geschwindigkeiten. Das Beispiel der Leinélsiure zeigt zudem, 
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Fig. 1. Olsdure und Leindlsdure mit Carotinoiden. 


daB der O,-Mehrverbrauch der katalysierten Reaktion auch durch 
eine eventuelle weitgehende Oxydation des Carotins nicht erklirt 
werden kann. Selbst wenn auf jede der 11 Doppelbindungen 
1 Molekiil O, aufgenommen wiirde, wiire die O,-Aufnahme durch 
1 mg Carotin doch nur 460 emm. 

_ Fig. 1 zeigt die Kinetik der O,-Absorption durch Leinélsiure und 
Olsiiure auch bei Gegenwart anderer Carotinoide. Normalansiitze. 


1) Auch diese Kontrollansiitze erhielten hier wie spiiter stets den Zu- 
satz von 0,05 cem Alkohol bzw. Pyridin. 


i 

: 

one 


238 W. Franke, 


Wie schon frither angedeutet, sind die Zahlen fiir die ein- 
zelnen Carotinoide praktisch innerhalb der Fehlergrenzen (+ 5°/,) 
gleich. Die Leinélsiure ist der Carotinoidwirkung leichter zu- 
ginglich als die Olsiiure; bezogen auf gleiche O,-Aufnahmen der 
Leerversuche in spiteren Versuchsstadien erfolgt im ersteren 
Falle Beschleunigung auf das Dreifache, im anderen nicht ganz 
auf das Doppelte. Bemerkenswert ist der in allen Fallen zu 
beobachtende autokatalytische Reaktionsverlauf. 

In Fig. 2 ist der Effekt einer Variation der zugesetzten 
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Fig. 2. Leindlsiure + Carotin 
Leiné6l + Hamin + Carotin ) 


Carotinmenge zwischen 0,1 und 3,3 mg anschaulich gemacht (aus- 
gezogene Kurven). 

Bereits 1/,, mg Carotin zeigt einen kriftigen Beschleunigungs- 
effekt (100°/, nach 3, 60°/, nach 4 Stunden). Erhohung der 
Carotinkonzentration auf das 30fache bewirkt jedoch nur etwa 
6fache Wirkungssteigerung. 

Kinen Vergleich der Wirkung von Carotin mit der einiger 
Hydrierungsprodukte und yon Vitamin A’) erméglicht die folgende 
Fig. 3. Normalansitze. 


1) Das amalgamreduzierte Vitaminpriiparat verdanke ich der Liebens- 
wiirdigkeit von Herrn Prof. P. Karrer, Ziirich. 
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Die betrichtliche Uberlegenheit des Dihydrocarotins zu Be- 
ginn der Versuche beruht sicher auf Kigenoxydation des Kata- 
lysators (vgl. spiter 8. 251); in spiiteren Versuchsstadien erfolgt 
zunehmende Angleichung an die Werte des Carotins, wie die 
Reaktionskurven der Fig. 3 zeigen. Das 12fach hydrierte Carotin 
ist praktisch wirkungslos, das Vitamin A nahezu von der gleichen 
Wirkung wie Carotin.) 

Was den Mechanismus der Carotinoidwirkung anbetrifft, so 
ist hier auf die friiheren?) allgemeinen Darlegungen iiber das 
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Fig. 3. Olsdéure und Leinélsiure mit Carotin usw. 


Wesen der Katalysatorwirkung bei der Fettautoxydation hin- 
zuweisen. Danach besteht die Funktion der Carotinoide in der 
Auslésung von Reaktionsketten, wobei der Primiirvorgang wohl 
die Bildung angeregter Carotinoidperoxydmolekiile sein diirfte. 
Beim ZusammenstoB eines derartigen angeregten Molekiils mit 
einem Fettsiuremolekiil erfolgt Energieiibertragung, demzufolge 


1) Von zwei ebenfalls untersuchten Leberextrakten mit den C.L.O.- 
Werten 800 und 3704 war der erste wirkungslos, der zweite beschleunigte 
um etwa 20°/, gegeniiber dem Leerversuch (nach 4 Stunden). 

) Liebigs Ann. 498, 129 (1932). 
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das letztere seinerseits zur Peroxydbildung befihigt wird. Ob 
diese in der gleichen Phase durch Ubertragung des Carotinoid- 
peroxyd-Sauerstoffs oder in einer zweiten durch Reaktion mit 
einem Luftsauerstoffmolekiil erfolgt, kann hier nicht entschieden 
werden. Da, wie der autokatalytische Verlauf der un katalysierten 
Reaktion zeigt, auch Fettsiiureperoxydmolekiile kettenauslésend 
wirken kénnen, bei denen eine derartige direkte Peroxydsauer- 
stoffiibertragung aut ein anderes Molekiil doch wenig wahrschein- 
lich ist, diirfte dieser Mechanismus auch nicht das Wesentliche 
der Carotinoidwirkung ausmachen. Daf das Carotinoid nicht 
als bloBer O,-Ubertriiger wirkt, sondern mit in den Lauf der 
Oxydation hereingezogen wird, zeigt das allmiihliche Verblassen 
der Fettsiiurelésungen, in denen es katalytisch wirksam ist, 1m 
Gegensatz zu den Triglyceridlésungen, in denen es ohne Wirkung 
ist und deren intensive Fiirbung erhalten bleibt. Nach der lange 
und mit gleichmiBiger Intensitit anhaltenden Wirkung der Caro- 
tinoide (vgl. Tab. 1 und Fig. 1) zu schlieBen, vermégen auch deren 
héhere Oxydationsstufen noch katalytisch, d. h. kettenbildend, zu 
wirken, offenbar so lange noch Autoxydierbarkeit besteht. Da- 
gegen ist das von Anfang an kaum autoxydable Dodeka-hydro- 
carotin (vgl. Fig. 3) auch katalytisch unwirksam.') Ist demnach 
die Autoxydierbarkeit eines Carotinoids die Voraussetzung kata- 
lytischer Wirkung und kommt diese Wirkung auch Oxydations- 
produkten zu, so ist es erklirlich, dab feinere Unterschiede in 
Zusammensetzung und Bau der Carotinoide und ihrer Derivate 
eine so unbedeutende Rolle fiir die GréBe des Effekts spielen, 
wie dies im vorstehenden gezeigt wurde. 


II. Carotinoidwirkung bei Gegenwart von Metallverbindungen 


v. Kuler’) hat darauf hingewiesen, dab zu oxydativen Katalysa- 
toren nicht selten Hilfsstoffe bzw. Stoffe, welche eine Kettenreaktion 
veranlassen, hinzutreten. DaB die fiir die Oxydation der ungesiit- 
tigten Fettsiiuren so spezifischen Eisen—Porphyrine und Carotin 
bzw. Vitamin A in einem derartigen Verhiiltnis stehen, war eine 
naheliegende Vermutung. In der Tat fanden v. Euler und Ahl- 
strém%), dab die oxydationssteigernde Wirkung von Himin bei 
vitaminreichen Leberextrakten stiirker ist als bei vitaminarmen. 


') Diese hochhydrierten Produkte sind iibrigens auch physiologisch 
fast wirkungslos. 

*) Diese Z. 200, 233 (1931). 

8) Diese Z. 204, 168 (1932). 
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Wegen der von Fall zu Fall wechselnden Art der Sauerstoff- 
acceptoren sind jedoch auch diese Ergebnisse nicht eindeutig. 

Nachstehend wurden daher einige Versuche mit groBem Uber- 
schuB definierter Acceptoren bei bekanntem Gehalt an Carotin 
und Hiimin ausgefiihrt. 

In der ersten Reihe wurden zu 1 ccm Leindlsiiure mit oder 
ohne Zusatz von 1 mg Carotin wechselnde Mengen von Hiimin 
(gelést in 0,05 ccm Alkohol?)] gegeben. In der folgenden Tabelle 
sind die O,-Aufnahmen nach 3 Stunden ohne und mit Carotin 
sowie deren Differenz 4 verzeichnet. 


Tabelle 2 
mg Himin Ohne Carotin Mit Carotin A 
— 90 470 380 
5-10~° 178 530 352 
5-107* 292 670 3718 
5-1078 1280 1620 340 
5-10~? 3550 3900 350 


Beriicksichtigt man die Unsicherheit, die in die letzten Werte 
der Tabelle durch die Differenzbildung aus groBen und nicht sehr 
von einander verschiedenen Zahlen eingeht, so deutet die an- 
nihernde Konstanz von J auf eine bloBe Additivitit der Effekte 
von Carotin und Hiimin im kombinierten System. Nun ist die 
molekulare Wirksamkeit des Hiimins der des Carotins sehr stark 
iitberlegen — bei Mengen von etwa ?/,, mg anniihernd um das 
30fache (vgl. Fig. 2 und Tab. 5). Es schien die Méglichkeit zu 
bestehen, daB bei Umkehrung dieses Verhiiltnisses, also bei An- 
wendung schwach wirksamer metallischer Katalysatoren wie etwa 
einfacher Metallsalze”) eine iiber die Additivitiit hinausgehende 
Gresamtwirkung zu erzielen war. Das ist, wenn auch im _ be- 
scheidenen Ausmaf, tatsiichlich der Fall bei Anwendung von 
FeCl, und besonders CuCl,, wie die niichste, der Tab. 2 voll- 
kommen analoge Zusammenstellung zeigt. Die Metallmenge war 
8-107~7 Mol, rund 10 mal mehr als im letzten Ansatz der Tab. 2. 
MnCl,, das ebenfalls gepriift wurde, wirkte schwach hemmend 
auf die unkatalysierte, stark hemmend auf die durch Carotin 
katalysierte Autoxydation der Leindlsiiure. 


1) D. h. es wurde eine 1°/,ige Pyridinlésung von Himin und Alkohol 
verdiinnt; gréBte Pyridinmenge in 0,05 cem war 5 mg. 
*) Vgl. I. Mitteilung, a. a. O. Fig. 4, S. 148. 
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Tabelle 3 
Metallkatalysator Ohne Carotin Mit Carotin A 
— 95 405 310 
FeCl, 240 590 350 
CuCl, 250 750 500 


Ungiinstiger hinsichtlich des Gesamteffekts liegen die Ver- 
hiltnisse bei der Olsiure, indem bei Steigerung des Himinzusatzes 
die Werte von 4 nicht unerheblich abnehmen. Nach dem auf- 
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Fig. 4. Leinél mit Hamin und Carotin. 


fallend raschen Verblassen der himinreicheren Ansitze zu schlieBen, 
diirfte die schwerere Oxydierbarkeit des Substrats eine Ablenkung 
der Himinwirkung in Richtung auf das Carotin veranlassen, die 
zu dessen weitgehender Oxydation und damit Inaktivierung 
fiihrt (vgl. auch Abschn. V, 8. 254). Bei Anwendung von FeCl, 
und CuCl, wird zwar eine geringfiigige Erhéhung von 4 (um etwa 
10°/,) beobachtet, doch soll wegen der Kleinheit des Effekts hier 
auf die Wiedergabe der Zahlenwerte verzichtet werden. 
Uberraschenderweise zeigten sich erhebliche positive Effekte 
(im Sinne einer Erhéhung von 4), als an Stelle der freien Fett- 
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siuren Leinél zur Anwendung kam, und zwar gerade bei Gegen- 
wart von Hiimin, dessen katalytische Wirksamkeit hier allerdings 
erheblich geringer (nur etwa '/,—1/, der bei Leinélsiiure beob- 
achteten) ist. Die voranstehende Fig. 4 gibt drei Parallelreihen 
ohne und mit Carotin (Normalansiitze) bei Gegenwart verschie- 
dener Himinmengen (in 0,05 ccm Alkohol)!) wieder. 

Ks ist bemerkenswert, da bei mittleren Himinkonzentrationen 
ein Optimum der Carotinwirkung besteht; sowohl extreme Erhéhung 
wie Verminderung des Himinzusatzes fiihren schlieBlich zum Ver- 
schwinden des Effekts, wobei die erstere jedoch sichtlich effek- 
tiver ist als die letztere. ') 

Der Einflu8 einer Variation der Carotinmenge zwischen 0,1 
und 1,0 mg bei konstanter Hiiminmenge von '/,, mg ist in Fig. 2, 
S. 238, zur Anschauung gebracht (punktierte Kurven). Proportio- 
nalitit zwischen Carotinmenge und katalytischer Wirkung besteht 
nicht, vielmehr sind auch hier kleinere Mengen relativ wirksamer 
als gréBere. 

Der 1 mg-Versuch wurde auch mit den iibrigen Carotinoiden 
wiederholt. Die folgende Zusammenstellung der nach 3 Stunden 
erhaltenen O,-Aufnahmen zeigt das gleichartige Verhalten aller 
untersuchten Lipochrome: 

Ohne Zusatz Mit Carotin Lycopin Xanthophyll Zeaxanthin 
790 1660 1675 1680 1800 
Ganz dhnlich, sowohl was die fast gleiche Wirksamkeit der 

Lipochrome als auch die Schwierigkeiten der Reproduzierbarkeit 
anbetraf, verhielt sich ein vitaminarmer (C.L.O. = 2) Dorsch- 
lebertran. Normalansiitze mit 0,02 mg Himin in 0,05 ccm Pyridin. 


Tabelle 4. 
Zeit Ohne ‘ 
| Carctineid Carotin Lycopin | Xanthophyll | Zeaxanthin 
1 65 335 440 365 390 
2 160 1120 1150 1080 1230 
8 630 2210 2070 2050 2430 
4 1400 3450 3130 3200 3650 


Olivenél ist das einzige Substrat, dem gegeniiber das Carotin 
eine gewisse Sonderstellung einnimmt. 
sind hier — wenigstens innerhalb der ersten 6 Stunden — nur 


Die iibrigen Carotinoide 


') Hochkonzentrierte Hiimin-Pyridinlésungen wurden mit einem groBen 


Uberschu8 von Alkohol verdiinnt. 


pit 
Pe 
‘es 
y 
ik 4 
q 
io 
4 
| 


944 W. Franke, 


wenig wirksam, der Carotineftekt ist scharf reproduzierbar. Nor- 
malansiitze mit 0,05 mg Hiimin in 0,05 ccm Pyridin. 
Tabelle 5. 


(Stunden) | Carotinoid Carotin Lycopin | Xanthophyll}] Zeaxanthin 
1 103 170 95 115 130 
2 190 300 190 220 240 
3 273 393 285 290 315 
6 430 640 445 440 500 
18 740 1250 950 860 1060 


Hinsichtlich des Mechanismus der kombinierten Himin- 
Lipochromkatalyse, die um so merkwiirdiger ist, als sie gerade 
in den neutralen Olen, in denen die Carotinoide allein ja un- 
wirksam sind, auftritt, ist man vorliiufig blo’ auf Vermutungen 
angewiesen. Es ist naheliegend, eine Additionsverbindung von 
Carotinoid und Hiimin, die nur im neutralen Medium der T'ri- 
glyceride bestiindig ist, als das wirksame Agens anzusehen. DaB 
die Existenz einer derartigen Verbindung vom rein chemischen 
Standpunkt aus durchaus mdglich ist, zeigen die von v. Euler 
und Willstidt?) untersuchten und teilweise krystallisiert er- 
haltenen Additionsprodukte von SbCl, und FeCl, an Carotin und 
einfachere Diphenylpolyene. Dab andererseits auch das EKisen- 
atom der Porphyrin—Kisenkomplexe noch Nebenvalenzkriifte aus- 
zuiiben vermag, geht zB. aus der Existenz krystallisierter 
Additionsverbindungen von Hiimatin mit 2 Molekiilen hetero- 
cyclischer Basen wie Pyridin?), Imidazol*) hervor. Es scheint 
die Méglichkeit zu bestehen, dab das Hiimin in seiner Carotinoid- 
Additionsverbindung nicht nur die gewoéhnliche Rolle als Oxy- 
dationskatalysator der ungesiittigten [Fettsiiuren spielt, sondern 
eine ihnliche Wirkung auch auf das Carotinoid ausiibt, wodurch 
dieses neue Reaktionsketten auszulésen vermag. Dabei mag die 
bekannte peroxydatische Wirksamkeit der Blutfarbstoffderivate 


von ausschlaggebender Bedeutung sein.*) 


III. Carotinoidwirkung in Pyridin und anderen Losungsmitteln. 
Die mangelhafte Reproduzierbarkeit der Versuche mit Lein6l 
und Dorschlebertran veranlaBte Versuche in Pyridin als Lésungs- 
1) Ark. Kemi Mineral. Geol. 10 B, Nr. 9 (1929). 
2) H. Fischer, Treibs u. Zeile, Diese Z. 193, 138 (1930). 


8) W. Langenbeck, Ber. chem. Ges. 65, 842 (1932). 
*) Vgl. I. Abhandlung, Liebigs Ann. 498, 164 (1932). 
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mittel. In der Tat erwies sich die hiiminkatalysierte Reaktion 
unter diesen Verhiltnissen als gut reproduzierbar; allein bei Zusatz 
von Carotinoiden trat iiberraschenderweise keine Beschleunigung, 
sondern eine deutliche Hemmung der Reaktion ein. Uber das 
AusmaB dieser Hemmung bei Zusatz von 1 mg_verschiedener 
Carotinoide gibt Fig. 5 AufschluB. 


Ansatz: 0,1 cem Leinél + 0,9 cem Pyridin + 0,05 mg Hiimin. 


T 
e 
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Fig. 5. Lein6él + Carotinoide in Pyridin. 


Es besteht eine deutliche Abstufung in der ,,antioxygenen“ 
Wirksamkeit der einzelnen Lipochrome. Die sauerstoffhaltigen 
sind dabei sichtlich effektiver als die Kohlenwasserstoffe. 

Es wurden ferner 2 Versuchsreihen mit Carotin und Xantho- 
phyll ausgefiihrt, in denen die Konzentration der Carotinoide 
variiert wurde. Nachstehend folgt die Carotinreihe. 


Tabelle 6. 


Zeit 
(Minuten) Ohne Carotin 0,25 mg 0,5 mg 1,0 mg 

5 155 90 50 35 

10 242 185 105 65 
15 290 255 170 100 

30 355 850 335 195 

60 415 410 417 420 
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Die Werte der Xanthophyllreihe sind fiir 0,25 und 0,5 mg 
innerhalb der Fehlergrenzen gleich denen der Tab. 6; erst im 
Ansatz mit 1 mg zeigt sich die bereits in Fig. 5 zum Ausdruck 
gekommene Uberlegenheit des Xanthophylls. 

Auch in Ansatzen mit Olivenél, entsprechend denen der 
Fig. 5, treten ihnliche Hemmungserscheinungen bei Carotinoid- 
zusatz auf, 


Tabelle 7. 


Zeit | Ohne 


(Stunden) | Carotinoid Carotin Lycopin | Xanthophyll | Zeaxanthin 


32 18 


2 90 5 35 — 3 
3 125 11 44 — 10 
6 200 22 58 3 16 


Die Effekte sind hier noch erheblich ausgeprigter als bei 
Leinélsiiure. Die Abstufung in der Wirksamkeit gleicht im wesent- 
lichen der dort beobachteten. Die relativ hohe O,-Absorption 
im Lycopinversuch diirfte zum groBen Teil auf die erhebliche 
Kigenoxydation dieses Carotinoids zuriickgehen. Vgl. hierzu Tab. 9, 
S. 247. 

Das gleichartige Verhalten der freien Fettsiuren geht aus 
der folgenden Zusammenstellung hervor. 


Tabelle 8. 
Zeit | Lein6lsiiure Zeit | Olsiure 
Minut ohne mit Minut ohne mit 
Xanthophyll Xanthophyll Xanthophyll | Xanthophyll 
5 97 45 50 12 5 
15 115 55 150 43 22 
30 130 75 300 88 44 


Zusatz von 1 mg Xanthophyll reduziert die Reaktions- 
veschwindigkeit ziemlich gleichmiBig auf die Hilfte. 

Die Eigenoxydation der Carotinoide selbst in Pyridinlésung 
mit 1/,, mg Hiimin zeigt die nichste Tabelle 9. 

Kinem Molekiil O, pro Carotinoidmolekil wiirde eine Absorp- 
tion von ungefiihr 40 cmm entsprechen. Nur das Lycopin mit 
seiner offenen Kette und zwei nichtkonjugierten Doppelbindungen 
erreicht nach 12 Stunden die 2 Mol. O, entsprechende Absorption, 
die ibrigen Carotinoide bleiben weit unter 1 Mol. O,. In allen 
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Tabelle 9. 

(Stunden) — Lycopin Xanthophyll | Zeaxanthin 
1 6 3 
2 4 12 we 5 
3 6 18 2 6 
6 10 42 4 g 
12 18 78 7 20 


Fiillen, auch beim Lycopin, geht jedoch die O,-Aufnahme an- 
nihernd linear weiter. lin groBen ganzen gewinnt man, wie schon 
R. Kuhn u. K. Meyer!) feststellten, den Eindruck, daB die Reak- 
tion zwischen Lipochromen und Sauerstoff nicht von der Griben- 
ordnung ist, wie man sie nach der Zahl der Doppelbindungen 
erwarten kénnte. Dak die besondere Art dieser Doppelbindungen, 
die in der durch die Konjugation bedingten relativen Stabilitiit 
begriindet liegt, vielleicht gerade fiir das Zustandekommen einer 
kontinuierlichen O,-Ubertragung von Bedeutung ist, soll hier 
nur angedeutet werden. Im iibrigen ist, wie spiiter noch gezeigt 
werden wird (8. 253), unter einigermafen vergleichbaren Konzen- 
trationsbedingungen die Autoxydationsgeschwindigkeit aller Caro- 
tinoide derjenigen der ungesiittigten Fettsiiuren doch erheblich 
iiberlegen. 

Was nun, um zum Ausgangspunkt zuriickzukehren, im be- 
sonderen die hemmende Wirkung der Carotinoide in den Pyridin- 
lésungen ungesiittigter Ole und Fettsiiuren angeht, so ist sie, bei 
dem Mangel einer sicheren Kenntnis iiber die Grundlagen der 
kombinierten katalytischen Wirkung iiberhaupt, schwer befriedigend 
zu erkliiren. DaB die Lipochrome in der Pyridinlésung keine posi- 
tive katalytische Wirkung ausiiben, wiire nach den friiher (S. 244) 
gemachten Annahmen insofern erklirlich, als der groBe Uber- 
schuB des Pyridins das Carotin aus seiner Bindung an das Hiimin 
verdringt. Aber die direkte Umkehrung des Effekts ist wie so 
vieles im Erscheinungskomplex der negativen Katalyse schwer 
verstiindlich. Im iibrigen haben Moureu und Dufraisse?) mehrere 
derartige Fille, daB ein und derselbe Katalysator gegeniiber dem- 
selben Substrat je nach den Bedingungen des Mediums bald pro- 
bald antioxygen wirkt, beschrieben. Aber weder ihre Erklirung, 


1) Diese Z. 185, 193 (1929). 
*) J. Soc. chem. Ind. 47, 819 (1928). 
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daB im ersten Fall ein Katalysatoroxyd mit dem unveriinderten 
Substrat, im zweiten Katalysatoroxyd und Substratoxyd miteinander 
unter O,-Entwicklung reagieren, noch die Erklirung der Ketten- 
theorie, da ein leicht oxydierbarer Stoff nicht nur kettenauslésend, 
sondern auch kettenabbrechend wirken kénne, fiihren im Prinzip 
weiter; denn sie gestatten nicht vorauszusehen, wann das eine 
oder andere eintritt. Auch bestehen, wie aus den vorstehenden 
Resultaten hervorgeht, weder bei der pro- noch bei der antioxygenen 
Wirkung eindeutige Beziehungen zur Autoxydierbarkeit des Kata- 
lysators. Vielleicht spielt der auffallende Unterschied in der 
Wirksamkeit des Hiimins in der Olphase und in Pyridinlésung — 
sie ist bei Leinél z. B. im letzteren Falle unter Beriicksichtigung 
der Konzentrationsverminderung etwa 10—20 mal gréBer als im 
ersteren (vgl. Fig. 6, 8. 249) — bei der Umkehrung des Carotinoid- 
effekts eine wichtige Rolle. Eine latente positive Wirkung des 
Carotinoids wird dadurch gewissermaben vollig iiberholt und die 
Reaktionsfihigkeit desselben in die Richtung der kettenabbrechen- 
den Wirkung gedriingt, was durch die relative (10 fache) Konzen- 
trationserhéhung des Lipochroms gegeniiber der Fettsiiure allen- 
falls noch begiinstigt wird. (Vgl. hierzu Abschn. V, 8. 253). 

Ks schien von Interesse, die Art der Carotinoidwirkung auch 
in anderen Lésungsmitteln als Pyridin, namentlich in solchen 
nichtbasischer Natur, kennen zu lernen. Die Ansiitze entsprachen 
dem Pyridinansatz der Fig. 5 mit Leinélsiure, das Hiimin kam 
in 0,02 cem Pyridin gelést zur Anwendung. Da die Beobachtungen 
auch hinsichtlich des reinen Lésungsmitteleffekts nicht ohne 
Interesse sind, so seien in der folgenden Fig. 6 die Reaktions- 
kurven einiger Versuche ohne Carotinoidzusatz wiedergegeben. 
Die punktierte Kurve kommt dem Leinél selbst (1 ccm) zu. 

Bemerkenswert ist die gruppenweise Abstufung der Reak- 
tionsgeschwindigkeit. Am triigsten verliiuft die Autoxydation in 
primiiren und sekundiren Basen, dann folgen der Reihe nach mit 
steigender Reaktionsgeschwindigkeit Kohlenwasserstofte, Alkohole, 
Ester und schlieBlich die tertiiiren Basen. Eine Sonderstellung 
unter diesen nimmt das Dimethylanilin ein, dessen Werte nach- 
stehend angegeben seien: 

15’ 30’ 60’ 90’ 
870 1675 2430 2500 cmm 


Die enorm hohe O,-Absorption betrifft tatsiichlich nur das 
Leinél allein, in Ansiitzen ohne dieses oder in solchen ohne 


| 
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Hiimin erfolgt keine irgendwie beachtliche O,-Aufnahme. In der 
Uberlegenheit der tertiiiren Basen kommt ihre besondere Stellung 
als Komplexbildner gegeniiber dem Hiimin zum Ausdruck (S. 244). 

Bei einer Auswahl dieser Lisungsmittel, und zwar (aufer 
Pyridin) Dimethylanilin, Amylacetat, Amylalkohol, Xylol, Athyl- 
anilin und Anilin wurde der EKinflu8 eines Xanthophyllzusatzes 
von 1 mg untersucht. Bei der teilweise nicht sehr bedeutenden 
O,-Absorption, aber recht erheblichen Dampfdrucken der Lisungs- 
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Fig. 6. Lein6él in verschiedenen Lésungsmitteln. 


mittel war es schwer, reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Aus 
den Daten, auf deren Wiedergabe im einzelnen hier wegen Raum- 
ersparnis verzichtet werden soll, geht jedoch eindeutig hervor, dab 
das Verhalten der Pyridiniésung einen Ausnahmefall darstellt, 
und daB das Xanthophyl! im allgemeinen eine deutliche, wenn 
auch nicht erhebliche Reaktionsbeschleunigung (in der GriBe von 
10—40°/,) hervorruft. Im Falle der Dimethylanilinlésungen war 
eine sichere Entscheidung iiber die Richtung des Effekts nicht 
méglich, da die erhebliche Anfangsgeschwindigkeit dieser Ansiitze 
sehr schlecht reproduzierbar ist. Zu spiiteren Ablesungszeiten 
(30—60’) gleichen sich die Ansiitze mit und ohne Xanthophyll 
17* 
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jedoch innerhalb der Fehlergrenzen einander an, Gegeniiber der 
auBerordentlichen Aktivitiit des Dimethylanilin—Himinkatalysators 
spielt die kettenabbrechende Wirkung des Carotinoids also keine 
Rolle mehr. 


IV. Autoxydation der Carotinoide allein in organischen Losungsmitteln. 


Zum SchluB seien noch einige orientierende Versuche mit- 
geteilt iiber das Verhalten der Carotinoide in verschiedenen Medien 
bei Gegenwart und Abwesenheit von Himin sowie im Vergleich 
mm den ungesiittigten Fettsiiuren und ihren Glyceriden. 

Zuniichst wurde in Analogie mit den Versuchen der Fig. 6 
die Autoxydation des Lycopins bei Gegenwart von Hamin in 
cinigen Lésungsmitteln untersucht. 


Ansatz: 5 mg Lycopin in 2 cem Lésungsmittel, dazu 0,1 mg Hamin in 
0,04 cem Pyridin. 


(In Amylalkohol und Amylacetat war das Lycopin nicht voll- 
stiindig gelist). Tabelle 10. 


Zeit (Min.) Pyridin Amylacetat | Amylalkohol]| Xylol 
30 1975 65 35 15 10 
60 4670 95 75 60 45 
120 5900 175 130 120 110 
180 6100 205 175 155 160 


Auch hier ist wieder die Autoxydationsgeschwindigkeit in 
Dimethylanilin iiberraschend hoch. Pro Molekiil Lycopin werden 
innerhalb 3 Stunden nicht weniger als 29 Molekiile O, aufgenommen, 
was einer praktisch vollstiindigen Oxydation zu CH,CO,H und 
CO, entspricht. Die Abstufung der Reaktionsgeschwindigkeit in 
den iibrigen Lisungsmitteln entspricht zwar im wesentlichen der 
bei Leinél (S. 249) beobachteten, jedoch sind die Unterschiede 
recht unbedeutend, Die O,-Aufnahme bleibt in allen Fillen inner- 
halb 8 Stunden unter der fiir 1 Molekiil (209 cmm) berechneten. 

Die weiteren Versuche wurden in Xylol als einem guten 
und indifferenten Lésungsmittel der Lipochrome mit nicht zu 
hohem Dampfdruck ausgefiihrt. Der Ansatz war stets 5 mg Caro- 
tinoid in 1 cem Xylol, dazu 0,05 mg Hiimin in 0,02 cem Pyridin. 
Es folgen zuniichst Carotin und einige seiner Derivate (vgl. Tab. 11). 

Beim Vergleich mit Fig. 3 erkennt man den Parallelismus 
zwischen oxydationskatalytischer Wirkung der Priparate gegen- 
iiber den ungesiittigten Fettsiiuren und ihrer EKigenoxydation in 
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Tabelle 11. 
Dihydro- | Dodekahydro- 
Zeit (Std.) Carotin per pare Vitamin A 

1 70 135 9 60 

2 130 245 12 105 

3 195 350 15 140 

4 245 435 18 175 

16 605 745 20 345 


Xylol. Die Uherlegenheit des Dihydroprodukts kommt in beiden 
Reihen wesentlich nur in friiheren Stadien der Versuche zum 
Ausdruck. Spiiter erfolgt Angleichung an die Werte des Caro- 
tins. Da das Vitamin A keinerlei Sonderstellung gegeniiber dem 
Carotin einnimmt, diesem letzteren sogar in beiden Beziehungen 
deutlich unterlegen ist, soll noch besonders erwiihnt werden. 
Die folgende Fig. 7 gibt das Resultat 2tiigiger Versuche mit 
verschiedenen Carotinoiden (und Vitamin A) mit und ohne Zusatz 
von Hamin (Ansatz der Tab. 11) wieder. 


Die Reihenfolge der Autoxydierbarkeit ist dieselbe 
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Fig. 7. Carotinoide in Xylol mit und ohne Himin. 
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die Unterschiede in den vorliegenden Ansiitzen mit héherer Sub- 
stratkonzentration weniger ausgepriigt sind als dort. Auffallend 
ist der Unterschied im Habitus der Reaktionskurven fiir die nicht- 
katalysierte und die durch Himin beschleunigte Autoxydation. 
Hiimin erhéht die Reaktionsgeschwindigkeit in den ersten Stunden 
ziemlich gleichmiBig auf etwa das Dreifache, die Wirkung laBt 
jedoch spiiter stark nach, und nach 48 Stunden ist die O,-Auf- 
nahmne im unkatalysierten Ansatz nahezu dieselbe wie im himin- 
katalysierten. Ob dies so zu deuten ist, daB in beiden Fallen 
die gleichen Oxydationsprodukte entstehen oder aber in der Weise, 
daB die friihzeitige Bildung relativ bestiindiger Molekiilbruchstiicke 
im Hiiminversuch den weiteren Angriff des Sauerstoffs erschwert, 
wird wohl eine in Aussicht genommene priiparative Untersuchung 
der Oxydationsprodukte entscheiden. 

SchlieBlich sei noch eine Reihe mit ungesittigten Fettsiuren 
und Olen in Xylol bei Himingegenwart wiedergegeben, die unter 
groBenordnungsmibig annihernd iquivalenten Bedingungen der 
Konzentration an Doppelbindungen einen gewissen Vergleich der 
Autoxydationsgeschwindigkeit von Carotinoiden und Fettsiuren 
ermoglicht. Um auch bei Olsiure und Olivenél deutliche Aus- 
schliige zu erhalten, wurde die Menge der Fettsiiuren bzw. Glyce- 
ride so bemessen, da sie hinsichtlich der Doppelbindungen un- 
gefihr dem Dreifachen der bisher iiblichen Carotinoidmenge (5 mg) 
entsprach (0,05 ccm Leinél bzw. Leinélsiure, 0,1 ccm Olivendl 
bzw. Olsiiure). Im iibrigen Ansatz der Tab. 11. 


| Tabelle 12. 


Zeit (Stvnden) | Leindlsiure Lein6l Olsiure Olivendél 
4 52 62 8 6 
8 78 90 15 13 
16 128 150 27 26 
32 230 260 55 57 


Vergleicht man mit Fig. 7(a) unter Beriicksichtigung der 
Konzentrationsverhiltnisse, so ergibt sich beispielsweise aus den 
Werten nach 32 Stunden, daB Carotin sich etwa 10mal rascher 
als die Fettsiuren mit zwei, und anniihernd 40mal rascher als die 
Fettsiiure mit einer Doppelbindung — bei gleicher Konzentration 
an Doppelbindungen — autoxydiert. Bei Abwesenheit von Himin 
liegen die Verhiltnisse nicht wesentlich anders, wie aus der nach- 
folgenden abgekiirzten Zusammenstellung hervorgeht. Danach 


waren die O,-Absorptionen fiir 
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Leinélsiure Lein6l Carotin ('/,) 
nach 16 Stunden 45 50 290 
90 130 550 


Das entspricht einer etwa 15fachen Uberlegenheit des Caro- 
tins. Der Nachweis dieser Uberlegenheit, die offenbar in der 
Fettsiiurephase noch viel gréSer ist, liefert die befriedigende Er- 
klirung fiir die katalytische — kettenauslésende und sauerstoff- 
iibertragende — Wirkung der Carotinoide gegeniiber den un- 
gesiittigten Fettsiiuren. 


V. Nachtrag. 


Nach AbschluB der vorliegenden Arbeit erschien eine Ver- 
6ffentlichung von B. Monaghan und F. Schmitt!) Uber die 
Effekte von Carotin und Vitamin A auf die Oxydation der Leinél- 
siure“, in der die Autoren zu Ergebnissen gelangen, die denen 
der vorstehenden Untersuchung teilweise entgegengesetzt sind. 
Sie finden nimlich, daB Carotin (in Mengen von 2 mg auf 0,5 ccm 
Leinélsiiure) die Autoxydation der Fettsiiure verzégert (in der 
1. Stunde um rund 50°/,), wahrend bereits autoxydiertes Carotin 
sie beschleunigt (in der 1. Stunde um fast 30°/,). Auf die Er- 
gebnisse mit Vitamin A, die mit dem unverseifbaren Rest eines 
Dorschlebertrans von weniger als 1°/, Vitamingehalt erhalten 
worden sind, braucht hier nicht weiter eingegangen zu werden; auch 
hier wurden (mit Tranmengen von der GréBenordnung eines Milli- 
gramms) erhebliche Hemmungen beobachtet. In spiiteren Ver- 
suchsphasen wird iibrigens, entsprechend der zunehmenden Oxy- 
dation des Carotins bzw. Vitamins A, die Hemmung geringer und 
geht hiufig sogar in eine Beschleunigung iiber. 

Kin wesentlicher Unterschied zwischen den Versuchen Mona- 
ghans und Schmitts und den vorliegenden liegt nun darin, dab 
sie eine bereits an der Luft oxydierte Leinélsiiure verwenden, 
um, wie sie schreiben, ,eine rasche Sauerstoffaufnahme zu er- 
zielen“. Um den Einflu8 dieser Vorbehandlung kennen zu lernen, 
wurde eine Probe, die lingere Zeit offen an der Luft gestanden 
hatte, im Ansatz der Fig. 1 der Autoxydation in reinem Sauer- 
stoff mit und ohne Carotin unterworfen. Nach 4 Stunden war 
die O,-Aufnahme im carotinfreien Ansatz 1660 cmm (also 8mal 
gréBer als im Versuch der Fig. 1), im Ansatz mit Carotin 2750 cmm, 


1) J. of biol. Chem. 96, 387 (1932). 
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was einer rund 1,7fachen Beschleunigung entspricht (gegen 3,1 
der Fig. 1). In einem zweiten Ansatz wurde dieselbe Leinélsiure 
vor Beginn des eigentlichen Versuchs 5 Stunden in reinem O, 
geschiittelt, wobei sie 1900 cmm O, aufnahm. In den folgenden 
3 Stunden waren die O,-Aufnahmen 


ohne Carotin .. . 485 970 1580 
mit Carotin. ... 315 735 1260 _,, 
0,73 0,76 0,80) 


Soweit sich auf Grund dieses einen Versuchs schlieBen 1liBt, 
tritt also in weitgehend oxydierter Leinélsiure tatsiichlich eine 
deutliche, allmihlich nachlassende Hemmung bei Carotinzusatz 
auf. Es scheint auch hier eine Erklirung auf Grand der Ketten- 
theorie méglich zu sein. In einer derartigen, stark peroxydhaltigen 
Leinélsiiure liuft bereits eine groBe Anzahl von Reaktionsketten. 
Fiigt man nun einen leicht oxydierbaren Stoff wie das Carotin 
hinzu, so wird er sich in diesem Milieu wohl in erster Linie auf 
Kosten der reichlich vorhandenen aktiven Peroxydmolekiile oxy- 
dieren. Da die Art der EKinwirkung wie der Reaktionsprodukte 
in diesem Falle durchaus nicht die gleiche zu sein braucht wie 
bei der Reaktion mit O,, so scheint die Méglichkeit eines ver- 
mehrten Kettenabbruchs ohne weiteres gegeben zu sein. Fir 
diese Erkliirung spricht auch das andersartige Verhalten des vor 
der Zugabe mit O, oxydierten Carotins. In diesem Zusammen- 
hange wird man sich auch der schwachen bzw. tiberhaupt fehlen- 
den Wirkung des Carotins bei der hiiminkatalysierten Autoxydation 
der Fettsiiuren (S. 241) sowie der Umkehrung des Carotineffekts 
in Pyridinlésung (S. 245) erinnern. In diesen Fillen werden 
durch die Gegenwart des iiberlegen oxydatisch wirksamen Himins 
rasch ihnliche Verhiltnisse im Reaktionsmilieu geschaffen wie 
in der von Anfang an weitgehend peroxydierten Leinélsiure in 
den Versuchen von Monaghan und Schmitt. 

Im iibrigen ist die Wahl eines derartigen Substrats vom 
physiologischen Standpunkt aus wenig gliicklich. Das vom Darm 
aus resorbierte und durch Chylus und Blut den Geweben zu- 
gefiihrte Fett enthilt primiir sicher sehr wenig solcher Peroxyde. 
Und die Bildung dieser ,,substrateigenen* Katalysatoren erfordert, 
wie sich im vorstehenden erwies, recht erhebliche Zeit. Die 
Moglichkeit einer Zeitersparnis und damit einer Erhéhung des 
Oxydationseffekts scheint aber nach allen bisherigen Erfahrungen 
vielmehr im Wesen der Carotinwirkung zu liegen als der gegen- 
teilige, von Monaghan und Schmitt angenommene Schutzettekt 
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gegeniiber den Zell—Lipoiden, der ja zudem im Gegensatz zu 
den vorstehend beschriebenen positiven oxydationskatalytischen 
Wirkungen von recht voriibergehender Natur zu sein scheint. 


Zusammenfassung. 


Als Hauptergebnisse der vorliegenden Untersuchung iiber 
den EinfluB von Carotinoiden auf die Autoxydation ungesiittigter 
Ole und der ihnen zugrunde liegenden Fettsiiuren sind zu nennen: 

1. Fir sich allein (d. h. ohne Hiimin) wirken die Carotinoide 
nur gegeniiber den freien Fettsiiuren, nicht gegeniiber den 'Tri- 
glyceriden als positive Katalysatoren. Vitamin A und Carotin 
nehmen gegeniiber den anderen Lipochromen keine Sonderstellung 
ein. Die Auslésung von Reaktionsketten auf Grund ihrer leichten 
Autoxydabilitiit wird als das Wesentliche der Carotinoidwirkung 
angesehen. 

2. Bei Gegenwart von Hiimin wird gerade in den neutralen 
Olen, nicht in den freien Fettsiiuren, durch die Lipochrome eine 
erhebliche, aber schlecht reproduzierbare Steigerung der Autoxy- 
dationsgeschwindigkeit hervorgerufen, was auf die Bildung einer 
Additionsverbindung von Hiimin und Carotinoid zuriickgefiihrt wird. 

3. In Pyridin, nicht in anderen Lésungsmitteln, wirken die 
Lipochrome hemmend auf die Autoxydation der ungesiittigten 
Fette und Fettsiiuren; eine Erkliirung fiir diese Umkehrung des 
Effekts wird auf Grund der Kettentheorie zu geben versucht. 

4. In Dimethylanilin findet bei Gegenwart von Hiimin eine 
auBerordentlich rasche und weitgehende Autoxydation der Lipo- 
chrome (wie auch der ungesittigten Fettsiiuren) statt. 

5. Die Autoxydationsgeschwindigkeit der einzelnen Carotinoide 
in Xylol mit und ohne Himin ist untersucht und deren prinzipielle 
Kignung als Oxydationskatalysatoren durch Vergleich mit der 
Reaktionsgeschwindigkeit der ungesiittigten Fettsiiuren festgestellt 
worden. 


Es ist mir ein Bediirfnis, Herrn Professor H. von Kuler fiir 
die Anregung zu dieser Arbeit, fiir sein stetiges Interesse und 
seine dauernde Hilfsbereitschaft meinen herzlichsten Dank aus- 
zusprechen. 
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Uber eine Farbreaktion auf Ketone. 


Von 


K. Tiiufel und H. Thaler. 
(Universitaétsinstitut und Deutsche Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1932.) 


In der Biochemie sowie in der physiologischen Chemie spielen 
die aliphatischen Ketone mittelbar oder unmittelbar vor allem als 
Stoffwechselprodukte des Fettumsatzes eine wichtige Rolle. So 
fiihrt z. B. der von F. Knoop’) aufgefundene und bewiesene f-Abbau 
der gesiittigten Fettsituren tiber solche Ketone, die im normalen 
Geschehen zwar weiter abgebaut werden, beim pathologischen Stoff- 
wechsel aber als sog. Ketonkérper erhalten bleiben. Ein weiteres 
Beispiel fiir das biologische Zustandekommen yon Ketonen ist bei 
Schimmelpilzen aufgefunden worden. Nach den Untersuchungen von 
M.Stiarkle?’) sowie von O. Acklin®) baut z. B. Penicillium glaucum 
die gesiittigten Fettsiuren, besonders diejenigen mittlerer Molekiil- 
gréBe, zu den entsprechenden Methylketonen ab. Uber den Weg 
dieser Umsetzung, die wohl als f-Oxydation aufgefaBt und dem 
»Dakinschen Abbau* der gesittigten Fettsiuren mittels Hydroper- 
oxyds in schwach ammoniakalischer Lisung an die Seite gestellt 
werden kann, ist Genaueres noch nicht bekannt, wenn auch O. Ack lin’) 
auf Grund seiner umfassenden Versuche einige wichtige Gesichts- 
punkte erértert. Da die Schimmelpilze bei der Gewinnung und 
Zubereitung von Lebensmitteln (z. B. Kiisereifung) obligatorisch 
oder fukultativ eine besondere Rolle spielen sowie auch an deren 
Verderben bei der Aufbewahrung beteiligt sind, ist der fiir die 
Beurteilung wertvolle Nachweis der durch die Lebenstiitigkeit dieser 
Kleinlebewesen gebildeten Methylketone eine in der lebensmittel- 
chemischen Praxis oft gestellte Aufgabe. Besondere Bedeutung 
gewinnt dieser Nachweis fiir die rechtzeitige Ermittlung der auf 
Methylketone zuriickzufiihrenden ,,Parfiimranzigkeit“, wie sie vor 
allem bei Margarine und mitunter auch bei Butter auftreten kann. 

Die analytischen Méglichkeiten zum Nachweis von Ketonen 
sind ziemlich beschriinkt und setzen auSerdem die Anwesenheit 


1) Oxydationen im Tierkérper, F. Enke, Stuttgart 1931. 
2) Biochem. Z. 151, 370 (1924). 
8) Biochem. Z. 204, 253 (1929); vgl. auch O. Acklin u. H. Schneider, 


ebenda 202, 246 (1928). 
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dieser Stoffe meist in relativ hoher Konzentration voraus; die 
beim biologischen Umsatz unter gewéhnlichen Umstiinden vor- 
liegenden geringen Mengen sind bisher analytisch kaum faBbar. 
Es erschien daher wiinschenswert, eine Nachweisreaktion zu er- 
mitteln, die bei guter Reproduzierbarkeit, geniigender Eindeutig- 
keit sowie einfacher Arbeitsweise eine ausreichend grobe Empfind- 
lichkeit besitzt. Eine derartige Reaktion wurde in der Konden- 
sation der Ketone mit Salicylaldehyd bei Gegenwart von Schwefel- 
siure') gefunden. Dabei entstehen, wie schon von R. Fabinyi?) 
sowie von H. Dekker und Th. v. Fellenberg’) beobachtet wurde, 
rotgefirbte Produkte, iiber deren Konstitution Endgiiltiges nicht 
bekannt ist.*) Wir fiihrten diese Kondensation mit Methylketonen 
bis herauf zum Methyl-pentadecylketon durch und stellten dabei 
fest, daB die Farbe der Reaktionsprodukte mit wachsender Linge 
der aliphatischen Kohlenstoffkette sich von orangerot (bei Aceton) 
bis zu einem satten violettstichigen Himbeerrot (bei Methyl-nonyl- 
keton) vertiefte; bei den noch héher molekularen Ketonen war 
eine Farbvertiefung nicht mehr feststellbar. 

Was die Empfindlichkeit der Salicylaldehydreaktion anlangt, 
so wurde ermittelt, daB z. B. bei der Wasserdampfdestillation 
eines Gemisches von Methyl-nonylketon mit Kokosfett bei An- 
wendung von 10 g Untersuchungsmaterial das Keton noch in einer 
Verdiinnung von 1:500000 deutlich nachweisbar war; das will 
besagen, daf die Erfassungsgrenze bei etwa 20y dieses Ketons 
liegt. Die Reaktion hat sich in der weiter unten beschriebenen 
Arbeitsweise bei der Ermittlung des Ketonabbaues der Fette 
durch Schimmelpilze bisher ohne triftigen Einwand bewihrt. Tritt 
mit anderen Stoffen ein Umsatz unter Farbbildung ein, wie z. B. 
beim Diacetyl oder beim 2,3-Pentandion, so ist der entstandene 
Farbton nach den vorliegenden Erfahrungen deutlich von dem- 
jenigen der eigentlichen, hier zu erérternden Ketonreaktion ver- 
schieden. 

Die einwandfreie Auswertung der Salicylaldehydreaktion setzt 
die Erkennung ihrer Grenzen voraus. Aus diesem Grunde wurde 


1) K. Taiufel u. H. Thaler, Chem. Z. 56, 265 (1932). Die von 
C. Urbach [Biochem. Z. 286, 164 (1931)] zur quantitativen Ermittlung von 
Aceton herangezogene Kondensation mit Salicylaldehyd in alkalischer Lé6- 
sung kommt fiir den vorliegenden Zweck nicht in Betracht, da nach eignen 
Versuchen bei den héheren Ketonen die Farbintensitiit bei der Reaktion 
sehr zn wiinschen iibrig 1iBt. 

*) Chem. Z. 1900, II, S. 301. 8) Liebigs Ann. 364, 22 (1909). 

*) Versuche in dieser Richtung sind im Gange. 
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eine gréBere. Anzahl von Stoffen der in Betracht kommenden 
Konstitution untersucht. Dabei stellte sich heraus, daB der Reak- 
tion eine gewisse Spezifitiit zuzukommen scheint. Es lief sich 
niimlich wahrscheinlich machen, daf fiir den unter Erzeugung der 
charakteristischen roten Farbe verlaufenden Umsatz die Anwesen- 
heit der Atomanordnung —CH,—CO—CH,— Voraussetzung ist. 
Dieser SchluB wird durch das Verhalten der bisher gepriiften 
und in der vyorstehenden ‘Tabelle zusammengestellten Verbin- 
dungen begriindet. 

Bei Durchsicht der Tabelle fallt auf, da& der Harnstoff, im 
Widerspruch zur vorstehenden Behauptung, unter ihnlicher Farb- 
gebung wie die zu betrachtenden Ketone reagiert. Dies liBt sich 
zwanglos dadurch erkliren, daB im Harnstoff die beiden Amino- 
gruppen hinsichtlich der Beweglichkeit ihrer Wasserstoffatome 
sich iihnlich verhalten, wie die Methylengruppen in der Anord- 
nung —CH,—CO—CH,—. 

In interessanter Weise wird die Spezifitiit der Reaktion durch 
das Verhalten des Acetessigesters und seiner ¢-Chlor- und «-Methyl- 
derivate veranschaulicht. Wihrend der positive Ausgang der Reak- 
tion beim Acetessigester selbst ohne weiteres klar ist, muf beim 
a«-Monochlor- und @-Monomethylacetessigester eine Esterspaltung 
mit darauffolgender Decarboxylierung stattfinden, damit die ge- 
forderte Kontiguration zustande kommt. Diese SchluSfolgerung 
findet eine iiberzeugende Stiitze darin, dai der «@,a’-Dichlor- sowie 
der a@,«’-Dimethylester unter den gleichen Bedingungen keine 
Farbreaktion mehr geben; denn beim Verseifen und Decarboxylieren 
kann es hier nicht zur Bildung der fiir die Farbreaktion nétigen 
zweiten Methylengruppe kommen. Beim Mono- und Diacetbernstein- 
siiureester ist die positive Reaktion in analoger Weise auf voran- 
gehende Verseifung und Decarboxylierung zuriickzufiihren. 

Das bei der Girung als Nebenprodukt auftretende und als 
Aromastoff sehr wichtige Diacetyl') sowie das in der Praxis als 
Ersatz dafiir benutzte 2,3-Pentandion reagieren erwartungsgemiiB 
nicht unter Bildung eines roten Kondensationsproduktes; es treten 
vielmehr kaffeebraune Farben ohne rote Ténung auf. 

Als Vertreter einer Ketosiiure, die die Carbonylgruppe nicht 
in #-Stellung enthalt, wurde die «-Ketostearisiure (hergestellt 
nach J. Baruch?) aus 9,10-Stearolsiiure) herangezogen. Diese 


1) H. SchmalfuB u. H. Barthmeyer, Z. Unters. Lebensmitt. 68, 
283 (1932). *) Ber. chem. Ges. 27, 174 (1894). 
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Siiure reagiert zuniichst nicht, wohl infolge der an die charakte- 
ristischen Methylengruppen anschlieBenden langen aliphatischen 
Kohlenstoffketten; erst beim Erwiirmen im siedenden Wasserbad 
wird die rote Farbe nach 10 Minuten deutlich. Unterwirft man 
die «-Ketostearinsiiure der nachstehend beschriebenen Wasser- 
dampfdestillation, so tritt die Salicylaldehydreaktion im Destillat 
unmittelbar ohne Erwiirmen ein. Es hat den Anschein, als ob 
dabei infolge einer geringfiigigen Decarboxylierung der Siiure das 
entsprechende Keton gebildet wird, das leichter in Reaktion zu 
bringen ist als die Ketosiiure. 

Von theoretischem Interesse schien noch die Priifung von 
und #-Hydrindon. Nach G. Ch. Chakravarti, H. Ch. Chatto- 
padhyaya und P, Ch. Ghosh!) liefern diese beiden Verbindungen 
in alkalischer Lisung ebenfalls rotgefiirbte Kondensationsprodukte. 
Bei eignen Versuchen wurde in saurer Lisung mit «-Hydrindon 
eine rote Fiirbung erhalten, trotzdem die geforderte Atomgruppie- 
rung nicht vorliegt. Beim #-Hydrindon wurde ein violettstichiges 
Rotbraun beobachtet. Wiihrend der positive Ausgang der Reak- 
tion beim #-Hydrindon ohne weiteres einleuchtet, kann fiir den 
positiven Befund beim @-Hydrindon eine befriedigende Erkliirung 
zuniichst noch nicht gegeben werden. 

Als Ergebnis der vorstehenden Betrachtungen darf festgestellt 
werden, daB das Auftreten der charakteristischen roten Fiirbungen 
als ein Hinweis fiir das Vorliegen eines Ketones angesehen werden 
kann, in dem die Gruppierung —CH,—CO—CH, — vorhanden 
ist. Ks mégen von dieser Regel Ausnahmen bestehen, wobei es 
sich aber wohl im allgemeinen nur um vereinzelte, seltener vor- 
kommende Verbindungen handeln diirfte. 

Hinsichtlich der Versuchsausfiihrung *) zum Nachweis der 
Ketone sei folgendes bemerkt. Handelt es sich um einheitliche Stoffe, 
so kann die Reaktion unmittelbar im Reagenzglas vorgenommen 
werden. Man versetzt ungefiihr 50 mg der Substanz (meist wird 
eine geringere Menge ausreichen) mit 0,4 ccm reinstem Salicyl- 
aldehyd, gibt 4 ccm destilliertes Wasser zu, schiittelt um, lift 
2 ccm konz. Schwefelsiure in einem Strahle einlaufen und schiittelt 
dann nochmals griindlich um. Die charakteristische Farbe er- 


1) J. Ind. Inst. Science, Ser. A, 14, 141 (1931); Sastry u. Ghosh, 
J. chem. Soc. 107, 1442 (1915). 

%) Anmerk. bei der Korrektur: H. SchmalfuB (nach Versuchen mit 
H. Werner und A. Gehrke) schliigt einige Modifizierungen bei der An- 
stellung der Reaktion vor; Marg. Ind. 25, 215 (1932). 
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scheint in der oben abgeschiedenen Salicylaldehyd-Schicht. Da 
die Fiirbung nach einiger Zeit, vor allem beim Kywirmen, zuzu- 
nehmen pflegt, ist es ratsam, das Reagenzglas 15 Minuten lang 


in ein siedendes Wasserbad zu stellen. 

Liegen Stoffgemische vor, die fliichtige Ketone enthalten, so kann 
man sie durch eine Wasserdampfdestillation von den nichtfliichtigen Begleit- 
stoffen trennen. Ein Fraktionierkolben') von etwa 200 cem Inhalt, der oben 
einen eingeschliffenen Stopfen und am seitlichen Ansatzrohr einen kurzen 
Liebigkiihler triigt, wird mit +180 ccm destilliertem Wasser und einigen 
Siedesteinchen beschickt. In ein als Vorlage dienendes groBes Reagenzglas 
mit Glasstopfen werden 25—30 cem abdestilliert. Hierzu setzt man 0,4 cem 
reinsten Salicylaldehyd, der durch kriiftiges Schiitteln in der Fliissigkeit 
emulgiert wird. Nach dem Absitzen des Aldehyds wird das iiberstehende 
Wasser vorsichtig bis auf etwa 4 cem abgegossen, der Aldehyd aufs neue 
im Rest verschiittelt und in die Emulsion konz. Schwefelsiiure (2 cem) ge- 
geben. Diese darf nicht an der Wand des Reagenzglases entlangflieBen, 
sondern soll in einem Strahle die Mitte der Fliissigkeit treffen. Durch 
kriftiges Schiitteln wird die Schwefelsiiure gleichmiéBig verteilt. Nach 
kurzer Zeit hat sich der Salicylaldehyd oben abgeschieden, wihrend die 
untere Schicht noch milchig getriibt erscheint. Bei diesem Blindversuch 
darf héchstens eine schwache Rosafiirbung auftreten; fiir gewéhnlich ist 
die Farbe schwach gelb. Nun wird die zu untersuchende Substanz in den 
Kolben gegeben, in dem sich noch etwa 150 ccm Wasser befinden. Es 
wird genau so verfahren wie beim eben beschriebenen Leerversuch. Man 
destilliert etwa 25—30 cem ab, gibt 0,4 ccm Salicylaldehyd zu, schiittelt um, 
laBt absitzen, gieBt das Wasser bis auf 4 ccm ab, schiittelt wieder und 
setzt schlieBlich 2 cem konz. Schwefelsiure zu. Enthilt die zu unter- 
suchende Substanz auch nur Spuren von Stoffen, denen die Atomgruppierung 
—CH,—CO—CH,— eigen ist, so erscheint die abgeschiedene Aldehyd- 
schicht, besonders nach dem Erwiirmen im Wasserbad, sehr deutlich rosa 
bis tiefrot gefiirbt, im Gegensatz zu der gelben Farbe des Leerversuchs. 


Die groBe Empfindlichkeit der Reaktion bedingt entsprechende 
VorsichtsmaBregeln bei der Anstellung des Versuchs. Der ver- 
wendete Salicylaldehyd muB im Leerversuch auf seine Brauch- 
barkeit (es darf héchstens schwache Rosafiirbung eintreten!) ge- 
priift werden. Unter Umstiinden ist eine Reinigung iiber die 
Bisultitverbindung notwendig. Ferner hat sich gezeigt, daB Kork 
und Kautschuk positive Reaktionen vortiiuschen kénnen. Die 
Verwendung von elektroosmotisch gereinigtem Wasser, von Kork- 
und Kautschukverschliissen und -Verbindungen bei der Apparatur 
muB unbedingt vermieden werden. Vor jedem Versuch ist die Appa- 
ratur im Leerversuch auf Sauberkeit zu priifen; dies gilt vor allem 
fiir die zur Salicylaldehyd-Reaktion schon benutzte Apparatur. 


1) Die vollstindige Apparatur wird geliefert von O. Wiedemann, 
Miinchen, Richard-Wagner-Str. 18. 
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XLV. Mitteilung. 
Uber 3, /2-Dioxy-cholensaéure und Apocholsaure. 


Von 


Heinrich Wieland und Elisabeth Dane. 


{Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. September 1932.) 


Die Feststellung der Lage der Doppelbindung in diesen beiden 
isomeren, von F. Boedecker entdeckten Siuren ist schon Gegen- 
stand mehrerer Untersuchungen gewesen. Wir haben zu Anfang 
dieses Jahres die Dioxycholensiiure iiber eine mit Permanganat 
aus ihr gewonnene Tetra-oxy-cholansiure, die kurz vorher 
auch von Borsche und Todd?) beschrieben war, in eine Dioxy- 
keto-tricarbonsiure C,,H,,0,?) iibergefiihrt. Dabei war offenbar 
Ring A zu 2 Carboxylen aufgesprengt, die Carbinolgruppe C,, zur 
Ketogruppe oxydiert, die beiden mit Permanganat eingefiihrten 
Hydroxyle jedoch nicht veriindert worden. Das eine von ihnen 
fand sich allerdings im Endprodukt der Oxydation mit Salpeter- 
siiure verestert vor. Wir zogen aus unseren Beobachtungen den 
SchluB, da& beide Hydroxylgruppen tertiir gebunden seien, weil 
wir es nicht fiir wahrscheinlich hielten, daB ein sekundiires Hy- 
droxyl sich bei den sehr energischen Bedingungen der Oxydation 
(Salpetersiiure 1,52) vor der Dehydrierung durch Veresterung 
schiitzen kénne. 

Ks hat sich aber beim fortgesetzten Studium der Siiure 
C,,H,,0,, die nach 8 tagiger Einwirkung von alkalischem Per- 
manganat noch zu 30°/, unveriindert ist, gezeigt, dab sie lingerer 
Einwirkung von Chromsiiure nicht widersteht. Wir konnten 
auch als Produkt dieser Reaktion eine schén krystallisierte Siiure 
isolieren, die eine entscheidende Aussage iiber die Lage der 
Doppelbindung in der 3,12-Dioxy-cholensiiure zu machen erlaubt. 

Die neue Siure hat die Zusammensetzung C,,H,,O,, und 
enthilt 4 Carboxyle. Da sie aus einer Tricarbonsiure C,,H,,0, 
entstanden ist, so ergibt sich ein einfaches Verstindnis fiir ihre 
Bildung, wenn man annimmt, daf eine (sekundire) Carbinolgruppe 


1) Diese Z. 197, 173 (1931). 2) Diese Z. 206, 243 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXII. 18 
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zu CO dehydriert und dann das System —CO—C< unter Ring- 
OH 


spaltung zu —CO,H OC< weiter oxydiert worden ist. Daraus 
wiire zu folgern, daB eines der beiden mit Permanganat an die 
Doppelbindung von Dioxy-cholensiiure angelagerten Hydroxyle 
sekundir gebunden ist. Unter Benutzung der jetzt wahrschein- 
lichsten Gallensiiureformel ergibt sich eine durchaus zwanglose 
und iiberzeugende Darstellung der Vorgiinge nach nachstehendem 
Schema. H HO C,H,CO,H 
Cs 17 


| 
| 


Dioxy-keto-tricarbonsiure Diketo-tetracarbonsiure 
C,H C,H 

Wir glauben, daB man sich jetzt auch von der Natur der 
Apocholsiure etwas bestimmtere Vorstellungen machen kann. 
Im Gegensatz zur isomeren Dioxycholensiiure, die in Desoxychol- 
siiure iibergefiihrt werden kann, lift sich Apocholsiure nicht auf 
katalytischem Weg hydrieren. Auch die durch thermische Zer- 
setzung unter 2 facher Wasserabspaltung aus Apocholsiure hervor- 
gehende Cholatriensiure!) kann nur an 2 Doppelbindungen zur 
Anlagerung von Wasserstoff gebracht werden. Der Hydrierungs- 
prozeB macht bei der Apocholensiiure C,,H,,0O, halt. Es besteht 
nun gar kein Zweifel, daB in beiden Siuren, in der Apocholsiiure 
wie auch in der Apocholensiiure, eine Doppelbindung enthalten 
ist. Beide Siiuren geben, im Gegensatz zu den gesiittigten Siuren 
der Gruppe, mit Tetranitromethan intensive Gelbfirbung, beide 
reagieren augenblicklich mit Brom und mit Oxydationsmitteln. 
Wir haben jetzt in Gemeinschaft mit Dr. W. Meiser auch die 
Reaktion mit Benzopersiure an der Apocholensiiure mit Erfolg 


1) Diese Z. 197, 178 (1931); 198, 127 (1931). 
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durchgefiihrt und weiter gefunden, daB sie von Permanganat ziemlich 
rasch angegriffen wird. Obwohl es noch nicht gelungen ist, ein 
krystallisiertes Oxydationsprodukt zu isolieren, hat doch die Fest- 
stellung Bedeutung, daf bei dieser Oxydation keine Carboxyl- 
gruppe entsteht. Die Titration der rohen Oxydationsprodukte 
zeigt einbasische Siure an. Eine Fraktion, die in amorphem Zu- 
stand zur Analyse gebracht wurde, besaB ziemlich genau die Zu- 
sammensetzung einer Diketo-carbonsiiure ©,,H,,0,, wie sie 
als Produkt der oxydativen Zerlegung einer ditertiir gebundenen 
Doppelbindung zu erwarten wiire. 

Alle diese Beobachtungen sprechen dafiir, dab die Doppel- 
bindung der Apocholsiiure sich in Cg, (oder Cg 74) befindet gemiiB 
Formel [V. Fiir einen derartigen Verlauf der Wasserabspaltung 


HQ H cu, CH, | 
Hl oA | B | | A | B | 
HOH CH, 
AAN 


liegt ein sehr anschauliches Vorbild vor in den Untersuchungen 
von Hiickel und seinen Mitarbeitern, die bei der Wasserabspaltung 
aus g- (und #-)Dekalolen, unter ganz iihnlichen Bedingungen wie 
bei der Cholsiiure, vorwiegend 9,10-Oktalin erhielten?): 

HOH 


Dafiir, daB die katalytische Hydrierung des 2 fach ungesiit- 
tigten Ringes C in der Apo-cholatriensiiure (V) die Doppelbindung 
zwischen C, und C, nicht angreift, findet sich gerade beim Chrysen 
selbst ein bemerkenswertes Beispiel. Chrysen wird nach von Braun 
und Irmisch?) nur bis zu der Stufe (VII) hydriert, die wir in 
der Apocholsiiure annehmen. 


1) Hiiekel, Danneel, Schwartz u. Gercke, Liebigs Ann. 474, 123 
(1929). 2) Ber. chem. Ges. 65, 883 (1932). 
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H. H. Inhoffen') hat vor kurzem die interessante Beob- 
achtung mitgeteilt, da& bei der Bildung von Neo-ergosterin durch 
thermische Zersetzung von Ergopinakon Ring C, der bereits 2 Doppel- 
bindungen enthalt, unter Abspaltung von Methan aromatisch wird. 
Dr. W.Kapitel hat festgestellt, daB auch beim Erhitzen von Apochol- 
siiure in neutraler Atmosphiire (CO,) auf etwa 320—340° in 1 Stunde 
nicht ganz 20°/, der fiir 1 Mol berechneten Menge Methan sich 
ablisen. Offenbar wird die als Produkt der Wasserabspaltung 
gebildete Cholatriensaiure(V), die an sich im Vakuum unzersetzt 
destilliert, bei lingerem Erhitzen in gleicher Weise zersetzt, wie 
das Pinakon des Ergosterins. Das dem Neo-ergosterin ent- 
sprechende Gallensiiure-Derivat ist noch nicht gefabt worden. 

Im Einklang mit unserer Auffassung steht es, da nach 
Dr. W. Meiser auch 3,/2-Dioxy-choladiensiure (VJ) Methan 
abspaltet, und zwar bei etwas tieferer T’emperatur als Apocholsiure. 
Auch 3,/2-Dioxycholensiure(f) spaltet unter den gleichen Be- 
dingungen wie Apocholsiiure ungefiihr halb soviel Methan ab wie 
diese. Hierbei ist vielleicht an eine Verschiebung der Doppelbindung 
unter dem EinfluB der hohen Temperatur zu denken. Auch bei der 
thermischen Zersetzung der Cholsiture — 3,7, /2-Trioxy-cholan- 
siiure —- wurden in 2 Stunden 10°/, eines Mols an Methan be- 
stimmt, wiihrend Desoxy-cholsiiure — 3, /2-Dioxy-cholansiiure — 
in deren B-Ring kein OH steht, in der gleichen Zeit erwartungs- 
gemif nur ganz geringe Mengen, 1,8°/,, des Kohlenwasserstofts 
auftreten lieb. Besonders charakteristisch ist der Vergleich der 
aus Cholsiiure und aus Apocholsiure bei der thermischen Zersetzung 
entstehenden Triensiiuren. Wihrend sich aus der e-Siure 
kaum Methan (etwa 10°/,) bildet, liefert Apo-cholatriensiure 
30°/, der berechneten Menge an Gas, ungefihr ebensoviel wie aus 
Ergosterin unter den gleichen Bedingungen abgespalten wurde. 


Beschreibung der Versuche. 

Oxydation der Dioxy-keto-tricarbonsaure C, sH,0, (II) zur Tetra- 
carbonsaure C, ,H;,0,, (II). 0,8 der reinen Siiure in 85 ccm reinem 
Kisessig und wenig Wasser gelést, werden bei Raumtemperatur 
mit 7 ccm 3,6n-Chromsiure in Eisessig und wenig Wasser zur 
Reaktion gebracht. Durch Titration von Proben wurde festgestellt, 
daB nach 14 Stunden 3,5, nach 20 Stunden 4,5 Aquivalente Sauer- 
stoff verbraucht waren, wihrend sich 4 berechnen. Dann wird 
mit schwefliger Siure reduziert und der Eisessig im | Vakuum 


1) Liebigs Ann. 497, 130 (1932). 
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entfernt. Der Riickstand, der fast vollstiindig in Wasser léslich 
ist, wird aus wiiBriger Lisung mit Ather extrahiert. Die Ather- 
lésung wird eingedampft, der im Vakuumexsiccator scharf ge- 
trocknete Riickstand krystallisiert beim Verreiben mit absolutem 
Ather (250mg). Eine weitere kleine Menge krystallisiert nach einigen 
Tagen aus der Atherlésung. Die neue Siure ist in heiBem Wasser 
sehr leicht léslich und scheidet sich auch nach wiederholter Kry- 
stallisation in kreidigen Warzen vom Schmelzp. 189—192° ab. 

4,577, 4,622 mg Subst. (bei 150° i. V. getr.): 10,005, 10,150 mg CO,, 
2,95, 2,99 mg H,0. 

C,,H,,0,, (482) Ber. C 59,75 H 7,05 
Gef. ,, 59,62, 59,89 ,, 7,21, 7,24. 
Titration. 10,46 mg Subst. verbrauchten 1,58 ccm 0,0555n NaOH. 
Aquivalent (482/4) Ber. 121 Gef. 119. 

Der mit Diazomethan dargestellte Methylester krystallisiert 
aus Methylalkohol in zugespitzten breiten Balken vom Schmelzp. 119°. 

4,324, 4,451 mg Subst. (bei 80° i. V. getr.): 9,905, 10,240 mg CO,, 
3,13, 3,23 mg H,O. — 5,709 mg Subst.: 9,810 mg AgJ. 

C,,H,.0,) (538) Ber. C 62,45 H 7,81 40CH, 23,05 
Gef. ,, 62,47, 62,72 ,, 8,10, 8,12 9» 22,00. 

Apocholensiure-oxyd (W. Meiser). 1 g Apocholensiiure wurde 
mit 43 ccm einer Chloroform-Lésung versetzt, die eine 3 Atomen 
Sauerstoff entsprechende Menge Benzoepersiure (1,137 g) enthielt. 
Nach 42 stiindigem Stehen bei Raumtemperatur unter Lichtaus- 
schluB hatte der Titer der Liésung um einen 54 cem n/10-Thio- 
sulfat iquivalenten Wert abgenommen. Fiir 1 Atom Sauerstoff 
wiirden sich 55,8 ccm berechnen. Das Chloroform wurde im 
Vakuum bei gewéhnlicher Temperatur entfernt, der Riickstand in 
Ather aufgenommen und die Hauptmenge der Benzoesiiure durch 
Ausschiitteln mit sekundirem Phosphat herausgenommen. Bei 
einer anschlieBenden Fraktionierung mit n/4-NaOH wurde an 
keiner Stelle ein schwer lésliches Natriumsalz beobachtet. Alle 
Fraktionen wurden vereinigt und die daraus erhaltene freie Siure 
nach scharfem Trocknen mit Gasolin aus der Hiilse extrahiert. 
Die Hauptmenge der Benzoesiiure krystallisiert aus der Gasolin- 
lésung, und die letzten Spuren werden durch Auskochen des vom 
Lésungsmittel befreiten Riickstandes mit Wasser entfernt. Das 
zuriickbleibende Harz krystallisiert aus Ather, in dem es leicht 
léslich ist. Durch Krystallisation aus Aceton oder Methylalkohol 
wird der Schmelzpunkt auf 167° (leichtes Sintern ab 164°) ge- 
bracht. Das Oxydationsprodukt verhilt sich gesiittigt gegen Per- 
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manganat in Hisessig. Die Liebermannsche Farbreaktion ist 
die gleiche wie bei der Cholensiiure. 

8,418, 2,792 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,735, 7,91 mg CO,, 3,25, 
2,63 mg H,O. 


C,,H,,0, (374) Ber. C 76,94 H 10,28 
Gef. ,, 77,68, 77,54 10,61, 10,58. 


Trotz der nicht gut stimmenden Analysen kann es sich nur um das 
Oxyd handeln. Versuche, zum Glykol aufzuspalten, sind bisher nicht ge- 
lungen. Das Oxyd setzt hydrolysierenden Agentien einen bemerkenswerten 
Widerstand entgegen: nach 20stiindigem Schiitteln mit 1 n-Schwefelsiure 
und anschlieBendem 4stiindigem Erhitzen auf 100° oder nach 9stiindigem 
Erhitzen mit Wasser auf 120° konnte nur Ausgangsmaterial isoliert werden. 

Oxydation der Apocholensiure mit Permanganat (W. Meiser). 
0,5 ¢ Cholensiiure, in 60 ccm reinem Eisessig gelést, werden bei 
S—10° mit 19 ccm einer 5°/,igen Kaliumpermanganat-Lésung in 
Wasser im Laute eines Tages versetzt. Nach 14 stiindigem Stehen 
im Kisschrank war ein Umschlag nicht zu erkennen. Jetzt wurde 
mit schwetliger Siiure reduziert, mit Wasser stark verdiinnt und 
ausgeiithert. Die Atherlésung wurde zur Entfernung der Essig- 
siiure fraktioniert mit Alkali ausgeschiittelt. Aus den letzten Frak- 
tionen fillt beim Ansiiuern das freie Siiuregemisch flockig weib 
(0.45 g). In fast allen Liésungsmitteln leicht léslich. 

Aus Methylalkohol krystallisieren bei vorsichtiger Zugabe von Wasser 
in der Hitze feine Nadeln, die sich als Cholansiure erweisen, die bereits 
im Ausgangsmaterial enthalten war. Zur sicheren Identifizierung wurde 
der Methylester dargestellt. Schmelz- und Mischschmelzpunkt bei 85°. 

Das nicht krystallisierende Harz wurde in Ather aufgenommen 
und mit n/4-Natronlauge fraktioniert ausgeschiittelt. Die aus den 
einzelnen Fraktionen flockig ausfallenden freien Rohsiuren wurden 
titriert. Dabei gab die erste Fraktion ein Aquivalent von 280, 
die beiden folgenden 392 und 390. Da eine Krystallisation nicht 
gelang, wurde eine orientierende Analyse ausgefiihrt mit einer 
Siiure vom Aquivalent 390. 

4,245 mg Subst. (bei Raumtemperatur iiber P,O, getr.): 11,365 mg CO,, 


364mg H,0. (390) Ber. 73,78 H 9,82 
C,.H,.0, (392) Ber. ,, 73,41 , 10,27 
Gef. | 73,02 


Eine Probe der Siure vom Aquivalent 390 wurde mit einer alkoho- 
lischen Lésung von freiem Semicarbazid 5 Stunden am RiickfluB gekocht. 
Da sich beim Erkalten nichts abgeschieden hatte, wurde mit Wasser aus- 
gespritzt und aus Lauge umgefillt. Das so erhaltene gelbe Pulver war 
nach dem Trocknen in Ather unléslich und enthielt Stickstoff. 

Bei einer Oxydation des Apocholensiureesters in Eisessig mit der 5 Atomen 
Sauerstoff entsprechenden Menge Permanganat wurde die Bildung von nur 
ganz geringen Spuren saurer Produkte beobachtet. 
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Uber die Acetylierung der Cholsaure 
und iiber einige Umwandlungen ihrer acetylierten Derivate. 


Von 


Heinrich Wieland und Wilhelm Kapitel. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. September 1932.) 


Die einheitliche Veresterung der alkoholischen OH-Gruppen 
der Cholsiure ist mit Schwierigkeiten verbunden, die darauf be- 
ruhen, daB die iiblichen Methoden zu schwer trennbaren Gemischen 
fiihren, daB unter rigorosen Bedingungen jedoch z. T. auch un- 
gesiittigte Reaktionsprodukte entstehen. Daher kommt es, da’ nur 
wenige Acylderivate der Cholsiure beschrieben sind. Dazu gehért 
eine Triacetyl-cholsiure vom Schmelzp. 257°, die man aus 
der mit HCl gesittigten Liésung von Cholsiiure in Eisessig isoliert 
hat.1) Dieselbe Siure hat W. Borsche?) erhalten, als er Cholsiure 
in Hisessig mit Acetylchlorid umsetzte. Borsche beschreibt auch 
den Methylester der acetylierten Cholsiiure als Verbindung yom 
Schmelzp. 180—181°. 

Nun gelang es F. von Werder’), Cholsiiuremethylester mit 
Hssigsiiureanhydrid in Pyridin in glatter Reaktion dreifach zu acety- 
lieren. Der aut diesem Weg gewonnene Triacetylcholsiureester 
schmilzt aber bei 94°, ist also von dem von Borsche beschrie- 
benen durchaus verschieden. Wir haben festgestellt, daB die 
acetylierte Cholsiure vom Schmelzp. 257° die Diacetylverbindung 
ist. Ihr Ester liBt sich zum Triacetylester von Werders weiter 
acetylieren; das iibrige Belegmaterial tindet sich im Versuchsteil. 

Wie man sieht, zeigen die 3 Hydroxyle der Cholsiure ahn- 
liche Unterschiede wie gegeniiber anderen Umsetzungen auch in 


1) Diese Z. 110, 150 (1920). 
2) B. 57, 1620 (1924). 
3) Dissertation, Miinchen 1927, S. 29. 
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der Veresterungsgeschwindigkeit. Man konnte von vornherein an- 
nehmen, daB in der Diacetyl-cholsiure das Hydroxyl an Cy, frei- 
geblieben war (Formel J), Dies wird im folgenden bewiesen werden. 


CO,H 


Aber auch zwischen den beiden OH-Gruppen an C,; und ©, 
besteht eine Abstufung derart, daB die Acetylgruppe von C; viel 
leichter hydrolytisch abgespalten wird als die von C,;. Dieses 
Verhalten hat die 7-Acetylcholsiure zugiinglich gemacht und es 
wird zweifellos auch méglich sein, von dem sehr leicht zuging- 
lichen Triacetyl-cholsiiureester aus die entsprechende Di-(7, /2)- 
acetylcholsiure zu gewinnen. Der priiparative Sinn der Dar- 
stellung partiell acylierter Cholsiure besteht darin, daB man mit 
ihrer Hilfe ohne Miihe von der billigen Cholsiure aus in den 
Besitz der iibrigen an 3,7,72 substituierten Mono- und Di-oxy- 
cholansiiuren bzw. ihrer Keto-Derivate gelangen kann. Wir belegen 
dies in der vorliegenden Untersuchung mit einigen experimentell 
durchgefiihrten Beispielen. 

3,7-Diacetyl-cholsiiure wird durch Dehydrierung der un- 
besetzten Carbinolgruppe mit Chromtrioxyd in 3,7-Diacetoxy- 
12-keto-cholansiiure (Il) tibergefiihrt. Durch partielle Ver- 
seifung erhilt man aus ihr 3-Oxy-7-acetoxy-/2-keto-cholan- 
siiure, die man durch thermische Zersetzung, unter Abspaltung 
von Wasser und Essigsiiure zur /2-Keto-choladiensiure (III) 
umwandeln kann. Katalytische Hydrierung liBt auch hier /2-Keto- 
cholansiiure') entstehen. 
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!) Diese Z. 106, 198 (1919). 


a 
= 
OH CH, 
ate 11 13 | 
I CH, | | 
8 14 
HO2 5 LOH 
| 
| 
| 
| 
| 


Untersuchungen iiber die Konstitution der Gallensiiuren. XLVI. 927] 


O 
ad 
| 


on 


Man kann aber auch die 3-Oxy-7-acetoxy-/2-keto-cholan- 
siure zur 3,/2-Diketo-7-acetoxy-cholansiure (IV) dehy- 
drieren, die beiden Carbonyle nach Kishner-Wolf durch CH, 
ersetzen und so zu der erst kiirzlich’) zugiinglich gewordenen 
7-Oxy-cholansiure (V) gelangen. 


Beschreibung der Versuche. 


Triacetyl-cholsdure-methylester. von Werder). 10g Chol- 
siiure-methylester werden in 40 ccm wasserfreiem Pyridin gelist. 
Dazu fiigt man 30 ccm frisch destilliertes Essigsiiureanhydrid und 
erhitzt das Gemisch 30 Stunden auf dem siedenden Wasserbad. 
Nach dem Erkalten gieBt man in Eiswasser und digeriert das 
schmierig ausfallende Reaktionsprodukt so lange mit frischem, 
kaltem Wasser, bis es kérnig und filtrierbar geworden ist. Man 
nimmt in Ather auf, schiittelt zur vollstiindigen Entfernung des 
Pyridins mit verdiinnter Salzsiiure, trocknet iiber Calciumchlorid 
und erhilt nach dem Abdampfen des Athers ein farbloses Harz, 
das bald zu rhombischen Platten erstarrt. Zur Reinigung wird 
aus wenig Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 94°, Ausbeute 
etwa 8 g, das sind 64°/, d. Th. 

0,0849 g, 3,439 mg Subst.: 0,2107 g, 8,51 mg CO,, 0,067 g, 2,82 mg H,0. 

C,,H,,0, (548) Ber. C 67,83 H 8,82 
Gef. ,, 67,68, 67,49 » 8,82, 9,17. 

Acetylbestimmung (nach Sch6pf). 31,3, 22,7 mg Subst.: 3,56, 
2,39 eem n/20-NaOH. 

Fiir 3COCH, Ber. 23,6 Gef. 24,47, 22,65. 

Spez. Drehung (W. Kapitel). 5,04°/,ige Lésung in Methanol. 
a= + 3,93°, 

= + 78°. 

Bei der energischen Verseifung des Triacetyl-esters mit alko- 
holischem Kali wurde reine Cholsiiure (Schmelzp. 194°) erhalten. 

Diacetyl-cholsiure. Die Acetylierung mit Acetylchlorid nach 
Borsche liefert bessere Ausbeuten als die zuerst angewandte 


1) Diese Z. 210, 271 (1932). 
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Methode mit Eisessig und HCl. Die Analysen der auf beiden 
Wegen erhaltenen Priiparate liegen im Kohlenstoff um gut 0,5°/, 
zu tief. Mehrere mit besonderer Sorgfalt ausgefiihrte Bestim- 
mungen haben den richtigen Wert ergeben. 

0,1458, 0,1500 g, 3,993 mg Subst.: 0,3622, 0,3740 g, 9,95 mg CO,, 
0,1192, 0,1210, 3,17 mg H,O. — 0,1478 g Subst. (im feuchten O, verbr.): 
0,3692 g CO,. 


C,,H,,0, (492) Ber. C 68,29 H 8,94 
Gef. ,, 67,99, 68,11, 67,96, 68,13 ,, 9,18, 9,08, 8,88. 
C,,H,,0, (534) Ber. ,, 67,42 » 8,61. 


Bei mehrstiindigem Kochen von 1,2336 g Ester mit einem Uber- 
schu8 yon n/1-methylalkoholischem Kali wurden davon 7,33 cem verbraucht. 
Ber. fiir 3 Aquivalente 7,31 eem n/1-KOH. 

Diacetyl-cholsiure-methylester wurde — mit geringer Aus- 
beute — auch durch Acetylierung von Cholsiiure-methylester mit 
Acetylchlorid erhalten. 


8 g Ester in 80 cem Eisessig mit 5,4 g Acetylchlorid 3 Tage aufbewahrt; 
dann mit Eis verdiinnen, Siure vorsichtig abstumpfen, ausithern, Ather- 
riickstand mit verdiinntem Methanol verreiben. Schmelzp. 185,5°. Mischprobe. 

Die Uberfiihrung des Diacetats in das Triacetat gelingt nach 
der fiir dessen Darstellung angegebenen Methode. Schmelzp. 94° 
wie Gemisch mit Vergleichspriiparat. 

Thermische Zersetzung von Triacetyl-cholsiure-methylester. Nach 
1'/, stiindigem Erhitzen von 4,886 g Substanz im Schwertkolben 
unter Stickstoff bei 340—360° wurden in der Vorlage 1,488 ¢ 
abgespaltene Essigsiiure titriert; fiir 3CH,-CO,H berechnen sich 
1,605 g. Der Kolbeninhalt destillierte hierauf im Hochvakuum 
bei einer Badtemperatur von 250° fast vollstiindig tiber. Der 
nicht krystallisierende Cholatriensiure-methylester lieB sich 
in reinem Methylalkohol mit Platinoxyd und Wasserstoff glatt 
u Cholansiiure-methylester hydrieren. Schmelzp. 89—90°. 

5,330 mg Subst.: 15,675 mg CO,, 5,59 mg H,O. 

C,,H,,0, (874) Ber. C 80,28 H 11,32 Gef. C 80,21 H 11,74. 


Cholatriensaiure-methylester ist schon vor liingerer Zeit durch 
Methylierung der Siure in Aceton mit Diazomethan in krystal- 
lisiertem Zustand erhalten worden.') Der robe Ester wurde im 
Hochvakuum destilliert. Das Destillat lief sich durch Anreiben 
mit Methylalkohol zur Krystallisation bringen. Farblose Nadeln 
vom 50—51°. 


Thérle, Diss. Freiburg 1924. 
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0,1159 g Subst.: 0,3456 g CO,, 0,0995 g H,0. 
C,;H,,0, (368) Ber. C 81,46 H 9,84 Gef. C 81,32 H 9,60. 


Man fiigt zur Liésung 
des Esters. in reinem Chloroform die berechnete Menge Brom 
(auch in Chloroform gelést), die augenblicklich aufgenommen wird. 
Ein UberschuB an Brom mu vermieden werden. Nach dem Ab- 
dunsten des Chloroforms wird das Hexabromid aus Aceton um- 
krystallisiert. Wetzsteinférmige Krystalle vom Schmelzp. 158—160° 
(unter Zers.). Das Hexabromid ist nur kurze Zeit haltbar. 


0,1222 g Subst.: 0,1621 g AgBr. 

C,;H,,0.Br, (848) Ber. Br 56,58 Gef. Br 56,45. 

Diacetyl-desoxycholsiure- methylester. 5 g¢ Desoxycholsiiure- 
methylester werden mit 3 ccm trockenem Pyridin und ebensoviel 
Essigsiureanhydrid 36 Stunden lang auf dem siedenden Wasser- 
bad erhitzt. Das Reaktionsgemisch wird in gleicher Weise aut- 
gearbeitet, wie dies bei der Acetylierung von Cholsiiure-methylester 
beschrieben ist. Zur Krystallisation des anfangs éligen Produktes 
reibt man mit wenig eiskaltem Methanol an und krystallisiert 
aus dem gleichen, wenig verdiinnten Liésungsmittel um. Schéne 
farblose Nadeln vom Schmelzp. 117°. Ausbeute 50—60°/). 

Zur Analyse wurde noch aus Petrolither umkrystallisiert. 

4,596 mg Subst.: 12,03 mg CO,, 3,93 mg H,0. 

C.,H,0, (490) Ber. C 71,0 H 9,39 Gef. C 171,39 H 9,57. 

Die gleiche Verbindung wurde aus Desoxycholsiiure-methyl- 
ester (4,5 g) und Acetylchlorid (2 g) in Kisessig (45 ccm) gewonnen. 
Verarbeitung wie im analogen Fall des Cholsiure-esters. Schmelz- 
punkt 118°, der des Gemisches ebenso. 

Thermische Zersetzung von Diacetyl-desoxycholsaure-methylester. 
Man erhitzte den Ester 2 Stunden lang unter Stickstoff auf 300 
bis 335°, destillierte dann bei 240—245° (Bad) im Hochvakuum 
und rieb das farblose Destillat mit Methylalkohol an, wobei es 
krystallisierte. Der Schmelzpunkt des so erhaltenen Choladien- 
siure-methylesters stieg nach mehrfachem Umkrystallisieren 
auf 86—87° Schillernde Blittchen. F. Thérle!) hat den Ester 
bereits aus Choladiensiiure mit Diazomethan bereitet; sein Prii- 
parat schmolz bei 75° 

3,699 mg Subst.: 11,00 mg CO,, 3,47 mg H,0. 

C,;H,,0, (370) Ber. C 81,02 H 10,34 Gef. C 81,10 H 10,50. 


1) Dissertation Freiburg, 1924. 
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Choladiensaure-methylester-tetrabromid (i. Thérle). Der in 
reinem Chloroform geléste Ester nimmt fast augenblicklich die 
berechnete Menge Brom auf. Man bringt das Lésungsmittel bei 
Raumtemperatur zum Verdunsten und reibt den harzigen Riick- 
stand mit niedrig siedendem Petroliither an, was zu vollstindiger 
Krystallisation fiihrt. Durch Umkrystallisation aus Aceton erhilt 
man farblose Nadeln vom Schmelzp. 172° (Zers.; nach Thérle 
179 —181°), 

0,1536 g, 3,352 mg Subst.: 0,1671 g AgBr, 1,560 mg Br. 

C,;H,,0,Br, (690) Ber. Br 46,33 - Gef. Br 46,30, 46,50. 

Das Priiparat der 2. Bestimmung ist vom Diacetyl-desoxycholsiure- 
ester her gewonnen. 

Durch katalytische Hydrierung mit Platinoxyd in Kisessig 
wie auch in Methylalkohol wurde der oben erhaltene Choladien- 
ester in Cholansiure-methylester (Schmelzp. 91°, Misch- 
schmelzpunkt) umgewandelt. 


Umsetzungen der Diacetyl-cholsaure. 


3,7-Diacetoxy-12-keto-cholansiure (II). 1g Diacetyl- 
cholsiiure wird in 25 ccm reinem Kisessig gelést; dazu fiigt man 
9 ccm einer 2°/,igen Lésung von Chromtrioxyd in Eisessig und 
erhitzt die Lésung 20 Minuten lang auf dem siedenden Wasserbad. 
Die i. V. auf ?/, eingeengte Lésung wird mit Eiswasser ausgefillt, 
der Niederschlag nach dem Trocknen aus Alkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 221—222°. 

4,608 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 11,59 mg CO,, 3,65 mg H,O. 
C,,H,,0, (490) Ber. C 68,57 H 8,57 Gef. C 68,60 H 8,86. 


2g 
Diacetylcholsiiure-methylester (Schmelzp. 182°) werden, wie soeben 
beschrieben, in 50 ccm Kisessig mit 17 ccm 2°/,iger CrO,-Kisessig- 
Liésung 3/, Stunde lang auf dem siedenden Wasserbad oxydiert. 
Dann wird der Eisessig i. V. vollstiindig entfernt und der Riick- 
stand mit verdiinnter Schwefelsiiure aufgenommen und mit Ather 
ausgeschiittelt. Die Atherlésung wird mit wenig Sodalésung ent- 
siiuert, mit CaCl, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand 
krystallisiert leicht und schmilzt nach dem Umkrystallisieren aus 
Alkohol bei 179°. Strahlenférmig angeordnete Nadeln. 


4,348 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 10,970 mg CO,, 3,35 mg H,0. 
C,,H,,0, (504) Ber. C 69,07 H 8,73 Gef. C 68,81 H 8,62. 
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3,7-Dioxy-/2-ketocholansiiure. 0,5 g Diacetoxy-keto- 
cholanester werden in 30 ccm 7°/,iger methylalkoholischer Kali- 
lauge einige Stunden am RiickfluBkiihler gekocht, dann fiigt man 
30 ccm Wasser hinzu und dampft den Alkohol weg. Die nach 
dem Ansiiuern durch Ausiithern isolierte Siure krystallisiert aus 
Essigester in schénen Nadeln vom Schmelzp. 218°’) 

3,833 mg Subst.: 9,99 mg CO,, 3,11 mg H,0O. 
C,,Hs,0, (406) Ber. C 70,9 H 9,36 Gef. C 71,08  H 9,08. 

3-Oxy-7-acetoxy-/2-keto-cholansiure. Die Abspaltung 
einer Acetylgruppe aus 3,7-Diacetoxy-/2-ketocholansiiure erfolgt 
beim 1stiindigen Verweilen von deren Loésung in iiberschiissiger 
n/2-NaOH. Die ausgefiillte Siiure schmilzt, aus 50°/,igem Methanol 
umkrystallisiert bei 239° Nadeln. 

4,375 mg Subst.: 11,140 mg CO,, 3,34 mg H,0. 
Cy.H,.0, (448) Ber. C 69,64 H 8,93 Gef. C 69,44 H 9,05. 


Die Ausbeute betriigt, bezogen auf Diacetyl-cholsiiure, 75 
bis 80°/,, wenn man die Diacetyl-ketosiiure in rohem Zustande 
verwendet. 

Der Methylester, mit Diazomethan bereitet, schmilzt, 3mal aus 
Methanol umkrystallisiert, bei 184°. 

3,832 mg Subst. (bei 100° i. V. getr.): 9,830 mg CO,, 3,13 mg H,O. 
C,,H,0, (462) Ber. C 170,13 H 9,09 Gef. C 69,96 H 9,14. 

—  12-Keto-choladiensiure (HUI). 2,3 g 3-Oxy-7-acetoxy- 
/2-ketocholansiure werden 1 Stunde lang unter Stickstoff auf 310 
bis 335° gehalten. Die nachfolgende Hochvakuumdestillation liBt 
bei etwa 290° (Bad) ein hellgelbes Ol iibergehen, das beim An- 
reiben mit Methanol erstarrt und nach wiederholtem Umkrystalli- 
sieren aus diesem Mittel den Schmelzp. 182° erreicht. Sechsseitige 
Tafeln. 

4,613 mg Subst. (bei 80—100° i. V. getr.): 18,190 mg CO,, 3,85 mg H,O 
C,,H,,0, (370) Ber. © 77,84 H 9,19 Gef. © 77,98 H 9,34. 

12-Keto-choladiensiure-methylester. Dargestellt durch ther- 
mische Zersetzung von Diacetoxy-keto-cholansiureester bei 300—350°. Das 
vom sauren Anteil befreite Destillat krystallisiert beim Anreiben mit Petrol- 
iither. Nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol Schmelzp. 138—140°. Dicke, 
sechsseitige Tafeln. Durch Verseifung (liingeres Kochen mit n/1-methyl- 


alkoholischem Kali, Gelbfiirbung) wurde die oben beschricbene Siure vom 
Schmelzp. 180° erhalten. Mischprobe. 


1) Wahrscheinlich identisch mit der bei 219—220° schmelzenden Dioxy- 
ketocholansiure von W. Borsche u. F. Feske, Diese Z. 176, 114 (1928). 
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/2-Keto-cholansiure. Die doppelt ungesiittigte Ketosiure 

wurde, in der 20fachen Menge Eisessig gelist, mit Pd-Schwarz 
unter Wasserstoff hydriert. Von einem in geringer Menge aus- 
krystallisierenden Nebenprodukt (aus Alkohol, Schmelzp. 203°, 
C = 77,10, tl = 9,85; demnach vielleicht eine Keto-cholensiure) 
wird abgesaugt, die Lésung eingedampft und der Riickstand mehr- 
mals aus Alkohol umkrystallisiert. Feine, zu Rosetten vereinigte 
Nadeln vom Schmelzp. 186—187°. Mischschmelzpunkt mit einem 


Priiparat vom Schmelzp. 186°?) bei 186°. 


3,12-Diketo-7-acetoxy-cholansiure (IV). 1,6 g der auf 
S. 275 beschriebenen 3-Oxy-7-acetoxy-/2-keto-cholansiure — man 
kann das Rohprodukt verwenden — werden in 50 ccm Eisessig 
mit 17 ccm einer 2°/,igen CrO,-Lésung in Hisessig einige Minuten 
auf dem siedenden Wasserbad erwiirmt. Nach dem Erkalten und 
12stiindigen Stehen dampft man */, des Hisessigs 1. V. weg und 
riihrt die Lésung in 100 cem eisgekiihlte n/2-Schwefelsiiure ein. 
Man kann aus Kssigester, verdiinntem Methanol oder verdiinnter 
Kssigsiiure, aus der die Siure in langen Nadeln herauskommt, 
umkrystallisieren. Schmelzp. 190°. 

4,513 mg Subst. (3mal aus Essigester umkrystallisiert und bei 100—120° 
i. V. getr.): 11,580 mg CO,, 3,54 mg H,O. 
C,,H,,0, (446) Ber. C 69,96 H 8,52 Gef. C 69,98  H 8,78. 


3,12-Diketo-7-oxy-cholansiure. 1,0 g der acetylierten 
Siiure verbrauchte bei 1stiindigem Erhitzen mit einem Uberschu8 
an 2n-wiBriger NaOH 2,33 com dieser Lauge; die Abspaltung 
des Acetyls verlangt 2,24 ccm. Die mit kalter verdiinnter Schwefel- 
siiure ausgefiillte Siiure wird aus 60°/,iger Essigsiiure oder auch 
aus verdiinntem Methanol umkrystallisiert. Derbe Nadeln vom 


Schmelzp. 196°. 


: 4,320 mg Subst.: 11,305 mg CO,, 3,50 mg H,0. 
‘: C,,H,,0, (404) Ber. C 71,29 H 8,91 Gef. C 11,35 H 9,06. 


7-Oxy-cholansiiure. Das Disemicarbazon der 3,712-Di- 
keto-7-acetoxy-cholansiiure wurde durch 6stiindiges Kochen von 
Siure mit 2,7 g Semicarbazid in 80 ccm Alkohol dargestellt. 
Das in gallertartiger Form ausgeschiedene Semicarbazon wurde 
in der Liésung von 6,6g Natrium in 150 ccm absolutem Alkohol, 
die 4,8 g Hydrazinhydrat enthielt, 5 Stunden lang im Autoklaven 
auf 170° erhitzt. Man dampft die Lisung auf etwa 30 ccm ein, 


Diese Z. 106, 198 (1919). 
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saugt das auskrystallisierte Na-Salz ab und zersetzt es mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure. Aus 90°/,iger Kssigsiiure wurde die kry- 
stallisierte Oxysiiure mit dem unscharfen Schmelzp. 97° erhalten 
(Literaturangabe 96—102°).) 

Zur weiteren Charakterisierung wurde aus der Oxysiiure die 
7-Keto-cholansiure’) dargestellt. Deren Schmelzpunkt und 
auch der Mischschmelzpunkt mit einem Vergleichspriiparat von 
Fr]. E. Dane lagen bei 148°. 


7-Acetyl-cholsaure. 


0,5 g Diacetyl-cholsiure wurde in 25 cem n/2-NaOH °/, Stunden lang 
aufbewahrt. Die Riicktitration ergab einen Verbrauch von 4,08 ccm n/2-NaOH; 
ber. 4,06 cem. 

Die ausgefillte Siture konnte nicht zur Krystallisation ge- 
bracht werden, wohl aber ihr Methylester, der mit Diazomethan 
bereitet wurde. 

Er krystallisiert in langen Nadeln aus verd. Aceton mit Lésungsmittel, 
das erst bei etwa 100° abgegeben wird. Dies bedingt einen unscharfen 
Schmelzpunkt bei 100—130°; bei 150° wird der Ester wieder fest, um bei 


181° erneut zu schmelzen. 
Zur Analyse wurde aus verdiinntem Aceton umkrystallisiert und 


4 Stunden lang i. V. bei 150° getrocknet. 
4,449 mg Subst.: 11,360 mg CO,, 3,84 mg H,0. 

C.,H,,0, (464) Ber. C 69,838 H 9,48 Gef. C 69,64 H 9,66. 
12-Diketo-7-acetoxy-cholansiiure. Die Oxydation der 
7-Acetyl-cholsiiure mit CrO, fiihrt in der mehrfach beschriebenen 
Weise zu der auf etwas anderem Wege erhaltenen Siiure (8. 276). 
Schmelzp. 186°. Die Mischung mit dem anderen Priiparat (Schmelz- 
punkt 190°) schmolz bei 188°. 


1) Diese Z. 210, 276 (1932). 
?) Diese Z. 210, 277 (1932). 
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Berichtigung 


zur Arbeit van Klinkenberg: Uber die Spezifitiit der Amylasen. 
Diese Z., Bd. 212, S. 173. 


Auf 8S. 195, Zeile 3 u. 4 von oben muB es heiBen: Zusatz von Glutathion 
beeinfluBt weder die Abbaugrenzen noch die Reaktionsgeschwindigkeiten 
der beiden Malzamylasen. 
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Anschrift far Manuskriptsendung en: 

Professor Dr. F. Knoop, Tabingen, Physiologisch-chem., 
Institut, Gmelinstr. 8 oder Professor Dr. K. Thomas, 
Leipzig C1, Physiologisch-chem. Institut, Liebigstr. 16 pt. 


Fir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


H. Talanowa; R. Kuhn und Hans Brockmann; Heinrich Waelsch; 
Ebba Virgin und Erika Klussmann; H. Steudel; Hans von Euler 
und Erika Klussmann; Karl Freudenberg und Hermann Eyer; 
Karl Freudenberg, Emil Weiss und Helmut Eichel; Th. Wagner- 
Jauregg und Lotte Werner; Ernst Waldschmidt-Leitz und Arnulf 
Purr; Vinst Frinkel und Franz Bielschowsky; Y. Kotake; K. Ichi- 
hara und S. Tamura; M. Kiyokawa; Tayei Shimizu, Takeshi Oda 
und Hiroshi Makino; Hans Heinrich Schlubach und Ernst Wage- 
nitz; G. v. Doby; Hans Heinrich Schlubach und Wolfgang Schete- 
lig; A. Kiesel und M. Znamenskaja; R. Klement und G. Trémel; 
Richard Kuhn und Edgar Lederer; Richard Kuhn und Hans 
Brockmann; Kurt Maurer und Bruno Schiedt; M. Henze; G. Klein 
und W. Ziese; Keizo Tanaka; A. Windaus; Martin Schenck; Hein- 
rich Wieland und Sanji Kishi; Heinrich Wieland und Theodor 
Posternak; Fritz Wrede, Ernst Bruch und Gerhard Feuerriegel; 
Svante Suneson (2); Sin’iti Kawai; A. Guiteras; Ernst Wald- 
schmidt-Leitz, Anna Scharikova und Anton Schiffner. 


Fiir dle haufiger zitierten Zeitschriften bitten wir folgende Abklirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. = Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 
Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 
Arch. f. exper. Path. =(N Archiv fiir Experi- 
 mentelle Pathologie und Pharmakologie. 
Ber. chem. Ges. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
selischaft. 
Ber. Physiol. == Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 
Biochem. Z. == Biochem. Zeitschrift. 
Biochemie. J. == Biochemical Journal. 
Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 
Bull. Soc. chim. Bulletin de la Société chimique de France. 
Chem. Z. | == Chemisches Zentralblatt. 
C. r. Acad. Sci. = Comptes Rendus Hebdomaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 
Helvet. chim. Acta. _ == Helvetica Chimica Acta. 
J. Amer. chem. Soe. == Journal American Chemical Society. 
J. of Biochem. s= Journal of Biochemistry. 
J. of Biol. Chem. == Journal of Biological Chemistry. 
J. of Physiol. == Journal of Physiology. 
J. prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 
Landw. Versuchsstat. == Landwirtschaftliche Versuchsstation. 
Liebigs Ann. == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 
Mh. Ch == Monatshefte fiir Chemie. 
Naturw. == Die Naturwissenschaften. 
Pfliigers Arch. == Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 
Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
Z. Biol. | == Zeitschrift fiir Biologie. 
Z. physik. Chem. == Zeitschrift fiir Physikalische Chemi 


Stéchiometrie und Verwandtschaftsle 
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Soeben erschien in 2., umgearbeiteter Auflage: 


Lehrbuch der 
Chemie 


Edlbacher Professor an der Universitat Basel 


Grof-Oktav, VIll, 252 Seiten. RM.9.50, geb. RM. 11.— 


Die Neuauflage gibt die Entwicklung der physiologischen 
Chemie bis in die neueste Zeit wieder. Vollkommen neu- 
bearbeitet wurden die Chemie der Kohlehydrate, der Lipoid- 
- stoffe, der Isoprenderivate, der Vitamine und der Hormone; 
der Stoffwechsel der. Muskelkontraktion. und besonders die | 
-Vorstellungen iiber die biologische Oxydation erfuhren eine 
griindliche Umgestaltung. Im Zusammenhang mit den Oxy- , 
dationsvorgangen wurde auch die Chemie des Blutfarbstoffs j 
entsprechend den in den letzten Jahren gewonnenen Er- J 
kenntnissen dargestellt. 


Die ,Manchener Medizinische Wochenschrift* 
schrieb Gber die erste Auflage: | | 
Dem Verfasser ist es vorziiglich gelungen, ein Lehrbuch 
zu schaffen, dag dem angehenden Mediziner zeigt, wie die 
Begriffe der, Chemie auf. biologische Probleme anzuwenden 
sind; aber auch der Erfahrene wird gelegentlich gern dazu 
‘  greifen, wenn er sich schnell eine der Grundtatsachen und 
‘der modernen Anschauungen auf diesem grofen Gebiete ins 


Walter de Gruyter @ Co., Berlin W 10, Genthiner Sir. 38 


Diesem Heft liegt ein Prospekt des Verlages Theodor Steinkopf, 
Dresden-Bl. bei. 
’ Meteger & Wittig, Leipzig 
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